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C5G Cefalosporinas de quinta generación 
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CBP Carbapenemasa 
CC Complejo clonal 
Cf Citrobacter freundii 
CF Cefalotina 
CIM Método de inactivación de carbapenems 
CIP Ciprofloxacino 
Ck Citrobacter koseri 
CLAV Ácido clavulánico 
CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute 
CM Comunidad de Madrid 
CMB Concentración mínima bactericida 
CMI Concentración mínima inhibitoria 
COL Colistina 
CTX Cefotaxima 
CXM Cefuroxima 
CZ Cefazolina 
DDST Test de doble difusión en disco 
dNTP Deoxinucleótido Trifosfato 
DO Densidad óptica 
E-BLEE Enterobacterias productoras de β-lactamasas de espectro extendido 
Ec Escherichia coli 
Ecl Enterobacter cloacae complex 
EDTA Ácido etilendiaminotetracético 
EPC Enterobacterias productoras de carbapenemasas 
EPOC Enfermedad pulmonar obstructiva crónica 
ERT Ertapenem 
EUCAST European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 
FEP Cefepime 
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FOS Fosfomicina 
G Gastroenterología 
GEN Gentamicina 
IMP Imipenem 
IS Secuencia de inserción 
ITU Infección del tracto urinario 
Ka Kluyvera spp. 
Kaer Klebsiella aerogenes 
Kox Klebsiella oxytoca 
Kp Klebsiella pneumoniae 
LAMP Loop-mediated isothermal amplification 
LB Luria Bertuni 
LCR Líquido cefalorraquídeo 
LEV Levofloxacino 
LIN Linezolid 
LOS Length of stay (duración de la estancia) 
MALDI-TOF MS Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight Mass Spectrometer 
MBL Metalo-β-lactamasa 
MDR Microorganismo multirresistente 
MER Meropenem 
MET Metronidazol 
MHA Muelle-Hinton agar 
MHT Test de Hogde  
MLST Multi locus sequence typing 
N Neurocirugía 
NAG N-acetil-glucosamina 
NAM N-acetilmurámico 
NCBI National Center for Biotechnology Information 
OMS Organización Mundial de la Salud 
ORF Open Reading frame 
P Neumología 
P1 Periodo 1 
P2 Periodo 2 
PBP Proteína ligada a penicilina (Penicillin Binding Protein) 
PBRT PCR-based replicon typing 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa 
PDR Microorganismo panrresistente 
PE Precauciones estándar 
PFGE Electroforesis en campo pulsado 
PG Peptidoglicano 
PIP/TZ Piperacilina-tazobactam 
PRAN Plan Nacional de Resistencia a los Antibióticos 
RAM Resistencia a antimicrobianos 
R-GNOSIS Resistance of Gram-Negative Organisms: Studying Intervention Strategies 
Ro Raoultella ornithinolytica 
Rp Raoultella planticola 
S1 Semestre 1 
S2 Semestre 2 
S3 Semestre 3 
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S4 Semestre 4 
SDI Índice de dominancia de Simpson 
SEIMC Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica 
SM Servicios médicos 
SNP Single nucleotide polymorphisms 
SQ Servicios quirúrgicos 
ST Secuencia tipo 
SXT Trimetoprim-sulfametoxazol 
TC Transconjugante 
TCE Traumatismo craneoencefálico 
TGI Tracto gastrointestinal 
TIG Tigeciclina 
TM Transformante 
TOB Tobramicina 
TZB Tazobactam 
U Urología 
UE Unión Europea 
UPGMA Unweighted pair group method using arithmetic averages 
VAN Vancomicina 
WGS Whole Genome Sequencing 
XDR Microorganismo extremadamente resistente 
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RESUMEN 
La aparición y diseminación incontrolada de enterobacterias productoras de 
carbapenemasas (EPC) es uno de los principales problemas de Salud Pública en todo el 
mundo. Los genes responsables de la producción de carbapenemasas suelen estar 
asociados a elementos genéticos móviles que facilitan su transferencia entre distintas 
especies de enterobacterias. Estas enzimas son capaces de hidrolizar casi todos los 
antibióticos β-lactámicos y, por lo general, se asocian a altas tasas de resistencia a otras 
familias de antimicrobianos. 
En España, la incidencia de EPC está alcanzando niveles endémicos en el ámbito 
nosocomial. En nuestro entorno, las EPC más frecuentes son Klebsiella pneumoniae 
productora de  OXA-48 y VIM. La prevalencia de enterobacterias productoras de KPC 
y en particular de NDM es menor, aunque está aumentando en algunas regiones. La 
epidemiología de OXA-48 se ha asociado en gran medida a la expansión global de 
clones de alto riesgo de K. pneumoniae bien adaptados al medio hospitalario y a la 
diseminación de plásmidos relacionados con IncL/M-pOXA-48a. Sin embargo, 
actualmente la diseminación de estos plásmidos portadores de OXA-48 en otras 
especies de bacterias gramnegativas, y particularmente en E. coli, está contribuyendo 
también a la endemicidad de esta carbapenemasa en el ámbito hospitalario y representa 
una grave amenaza para la Salud Pública. Como consecuencia, se han implementado 
sistemas de vigilancia activa para reducir esta diseminación y actualmente la 
declaración de casos infectados y/o colonizados por EPC a las autoridades de Salud 
Pública es obligatoria en diferentes Comunidades Autónomas. 
El objetivo de esta tesis fue estudiar la epidemiología, la estructura poblacional, 
los genes de carbapenemasa y los plásmidos portados por estas EPC aisladas en nuestro 
hospital durante el Proyecto Europeo R-GNOSIS, estudio controlado y aleatorizado 
para evaluar estrategias de aislamiento en pacientes portadores de enterobacterias 
productoras de β-lactamasas de espectro extendido (E-BLEE). 
En el primer Capítulo, el objetivo fue estudiar la incidencia de portadores de   
E-BLEE y EPC, la diversidad de especies y la caracterización de las enzimas 
correspondientes durante el Proyecto R-GNOSIS. Desde marzo de 2014 hasta marzo de 
2016, se recogieron 15.556 torundas rectales de 8.209 pacientes ingresados en dos 
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servicios médicos (Gastroenterología y Neumología) y dos servicios quirúrgicos 
(Neurocirugía y Urología) de nuestro hospital. Durante el estudio, la incidencia de 
portadores de E-BLEE fue del 8,4% y no se pudo demostrar la eficacia de la estrategia 
de aislamiento de contacto (AC) en la reducción de la transmisión de E-BLEE. Entre los 
productores de BLEE, la diversidad de especies fue invariable en el tiempo y E. coli fue 
la especie predominante (78,5%). La incidencia de EPC (2%) también se mantuvo sin 
cambios a lo largo del tiempo y se observó una disminución en la diversidad de 
especies. Además, coincidiendo con la implementación de medidas de AC dirigidas a 
reducir la transmisión de E-BLEE se observaron cambios significativos, sugiriendo que 
el aislamiento preventivo de los pacientes colonizados/infectados con E-BLEE podría 
haber tenido un efecto indirecto en la prevalencia de EPC. Posteriormente, se analizó la 
prevalencia, las características microbiológicas y los cambios en la diversidad clonal a 
lo largo del tiempo de la población de EPC. Se caracterizaron un total de 198 EPC 
procedentes de 162 pacientes. En el 56,6% de los pacientes, la adquisición de EPC fue 
de origen nosocomial, mientras que en el 22,8% se relacionó con ingresos previos en 
nuestra institución y en el 3,7% con asistencia sanitaria en otros centros de nuestra 
región. K. pneumoniae (53,5%), E. coli (19,2%) y Enterobacter cloacae complex 
(11,1%) fueron las especies más frecuentemente asociadas a la producción de 
carbapenemasa. Por otra parte, OXA-48 fue la enzima identificada en más de la mitad 
de los casos (64,1%), seguida de VIM-1 (26,8%), NDM-1 (5,3%) y KPC-3 (3,5%). 
Además, el 55,5% fueron coproductores de BLEE, siendo OXA-48 y CTX-M-15 en      
K. pneumoniae la asociación más frecuente (29,3%). En general, la amikacina (9,6%), 
tigeciclina (9,6%) y colistina (0,5%) fueron los antibióticos que mostraron mayor 
sensibilidad. Desde el punto de vista de la estructura poblacional, se identificaron dos 
clones epidémicos de K. pneumoniae [OXA-48-CTX-M-15-ST11 (26,5%) y VIM-1-
SHV-12-ST54 (10,5%)] y una alta diversidad genética entre el resto de aislados de EPC. 
Además, se observó la diversificación de OXA-48 a lo largo del tiempo entre la 
población de K. pneumoniae, coincidiendo con la emergencia de clones E. coli-OXA-
48-CC10. 
El objetivo del segundo Capítulo fue describir las características 
microbiológicas, la estructura poblacional y los plásmidos de las EPC recogidas en 
pacientes cocolonizados por diversas especies de enterobacterias productoras de OXA-
48, VIM-1 y KPC-3 (23/162). En general, la cocolonización con EPC-OXA-48 fue el 
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evento más frecuente (20/23, 87%) (p<0,05), siendo K. pneumoniae (p<0,05) y E. coli 
(p<0,01) las especies predominantes (20/23, 87%). En 15 pacientes, se detectó K. 
pneumoniae y E. coli productores de OXA-48 en la misma muestra, pero con frecuencia 
después de una colonización previa con OXA-48-K. pneumoniae. Entre los aislados de 
K. pneumoniae, se detectaron clones de alto riesgo (ST11-OXA-48, ST15-OXA-48, 
ST307-OXA-48), pero en la población de E. coli se encontró una mayor diversidad 
clonal. Asimismo, se describe una alta transmisión in vivo entre distintas especies, 
debido principalmente a la transferencia horizontal de un plásmido IncL-pOXA-48 
dominante (relacionado con IncL/M-pOXA-48a), pero también de forma esporádica por 
plásmidos pVIM-1 relacionados y pKPC-3 no relacionados. 
En el tercer Capítulo se estudió la que consideramos que es la primera 
descripción de Kluyvera spp. productora de OXA-48, portadora también de la nueva 
variante CTX-M-213. Durante el proyecto R-GNOSIS, se detectaron 6 pacientes sin 
aparente nexo epidemiológico colonizados por un único clon de OXA-48-Kluyvera spp. 
De uno de estos aislamientos se realizó la secuenciación del genoma completo (WGS, 
Illumina HISeq-2500) y el análisis bioinformático de los plásmidos (PLACNET, 
Plasmid SPAdes). El gen blaOXA-48 se localizó en un plásmido IncL de ~60 kb 
relacionado con IncL/M-pOXA-48a y el gen blaCTX-M-213 en una región cromosómica 
conservada del género Kluyvera. El análisis del genóma también permitió identificar un 
plásmido IncF de ~177 kb (clase I, integron sul1 y aadA2) y otro IncQ de ~9 kb (IS4-
blaFOX-8). 
Finalmente, en el cuarto Capítulo se describió un brote por K. pneumoniae 
productora de NDM-1, CTX-M-15 y DHA-1 en el servicio de Neurocirugía entre 
septiembre de 2015 y febrero de 2016. El brote afectó a nueve pacientes, uno de ellos 
procedente de Pakistán (caso índice), considerado una región endémica. Se identificaron 
dos clones (NDM-1-ST437 y NDM-1-ST101) con diferentes plásmidos portadores de 
NDM-1. Las EPC-NDM-1 mostraron una alta corresistencia a otros antimicrobianos, 
siendo colistina y amikacina (clon C/ST101) o colistina, tigeciclina y cotrimoxazol 
(clon H/ST437) las únicas opciones terapéuticas. Además, en dos pacientes también se 
detectó la colonización con otras EPC (K. pneumoniae-OXA-48-ST11, K. pneumoniae-
VIM-1-ST54, K. pneumoniae-VIM-1-ST908 y E. coli-VIM-1-ST43).  
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En conclusión, el efecto indirecto positivo del aislamiento de portadores de       
E-BLEE durante el proyecto R-GNOSIS mostró que el refuerzo de las medidas 
epidemiológicas podría beneficiar la disminución de las EPC. Sin embargo, a pesar de 
las medidas de control, durante este estudio describimos una población de EPC 
policlonal y variable a lo largo del tiempo. La coexistencia de clones mundialmente 
diseminados, como K. pneumoniae-ST11-OXA-48, con clones no relacionados y 
emergentes como K. pneumoniae-ST101-NDM-1, K. pneumoniae-ST54-VIM-1 y          
E coli-OXA-48-CC10, muestra una compleja epidemiología en nuestra institución. La 
persistencia de clones de alto riesgo de K. pneumoniae-OXA-48 podría explicar la 
exitosa y bien descrita transferencia interespecie de un plásmido IncL-pOXA-48 
dominante desde K. pneumoniae a otras especies de enterobacterias, principalmente       
E. coli. Este complejo escenario epidemiológico podría facilitar la diseminación de 
diferentes carbapenemasas en el entorno comunitario a través de clones epidémicos y no 
epidémicos multirresistentes. La implementación adecuada de medidas de control de la 
infección y de programas de vigilancia activa ininterrumpida para detectar colonización 
es imprescindible para prevenir la diseminación global de las EPC.  
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ABSTRACT 
The emergence and uncontrolled dissemination of carbapenemase-producing 
Enterobacteriaceae (CPE) has caused great concern to public healthcare systems 
worldwide. Genes associated with carbapenemase production are often contained on 
mobile genetic elements that facilitate transfer among different Enterobacteriaceae 
species. These enzymes are able to hydrolyze nearly all β-lactam antibiotics and are 
usually associated with co-resistance to other antimicrobials.  
In Spain, the incidence of CPE is reaching endemic levels in the nosocomial 
environment. The most predominant CPE are OXA-48 and VIM-producing Klebsiella 
pneumoniae. Prevalence of KPC and particularly NDM-producing Enterobacteriaceae 
is lower but is increasing in certain areas.The epidemiology of OXA-48 has been largely 
associated with both global expansion of hospital-adapted K. pneumoniae clones and 
the dissemination of plasmids related to IncL/M-pOXA-48a. Nevertheless, the current 
spread of OXA-48-encoding plasmids into other Gram-negative bacteria species, 
particularly E. coli, is also contributing in the endemicity of this carbapenemase in 
hospital setting and depicts a great public health threat. As a consequence, regional 
guidelines have been implemented to curtail this dissemination and declaration of CPE 
to Public Health authorities is now mandatory in different Autonomous Communities. 
The objective of this thesis was to study the epidemiology, population structure, 
characterization of carbapenemase and plasmids of CPE in our hospital during a cluster-
randomized study evaluating isolation strategies for extended spectrum β-lactamase 
producing Enterobacteriaceae (E-ESBL)-carriers (R-GNOSIS European Project). 
In the first chapter the aim was to assess the incidence of E-ESBL and CPE 
carriers, species diversity and characterization of the corresponding enzymes during the 
R-GNOSIS Project. From March-2014 to March-2016, 15556 rectal swabs from 8209 
patients admitted in two medical (Gastroenterology and Pneumology) and two surgical 
(Neurosurgery and Urology) wards were collected. During the study, incidence of         
E-ESBL-carriers was 8.4% and the efficacy of the contact isolation (CI) strategy in 
reducing ESBL transmission could not be demonstrated. Among ESBL producers, 
species diversity was invariable over time and E. coli was predominant (78.5%). 
Incidence of CPE carriage remained also unchanged over time (2%) and a decreased in 
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the species diversity was observed. Furthermore,significant differences were observed 
coinciding with the implementation of CI measures targeted to reduce E-ESBL 
transmission, suggesting that preventive isolation of colonized/infected patients with     
E-ESBL could have had an indirect effect on the CPE prevalence. Subsequently, we 
studied the occurrence, microbiological features and changes in clonal diversity over 
time of CPE population. A total of 198 CPE isolates from 162 patients were 
characterized; 56.6% of cases were considered to be acquired during the study period, 
while others were related to a previous admission in our institution (22.8%) or in other 
healthcare center in our region (3.7%). K. pneumoniae (53.5%), E. coli (19.2%) and 
Enterobacter cloacae complex (11.1%) were the most frequent species. Moreover, the 
most frequent carbapenemase was OXA-48 (64.1%), followed by VIM-1 (26.8%), 
NDM-1 (5.3%) and KPC-3 (3.5%), and they were co-produced with ESBLs in 55.5%. 
Interestingly, OXA-48+CTX-M-15-K. pneumoniae was the most frequent association 
(29.3%). Overall, amikacin (9.6%), tigecycline (9.6%) and colistin (0.5%) showed low 
non-susceptibility. Two major K. pneumoniae clones were identified [OXA-48-CTX-
M-15-ST11 (26.5%) and VIM-1-SHV-12-ST54 (10.5%)] with a high genetic diversity 
among the remaining CPE isolates. Additionally, the diversification of OXA-48 was 
observed over time among K. pneumoniae population, coinciding with the emergence of 
E. coli-OXA-48-CC10 clones. 
The aim of the second chapter was to define the microbiological features, 
population structure and plasmid characteristics of CPE recovered from patients co-
colonized with OXA-48, VIM-1 and KPC-3 producers (23/162). Overall,                 
OXA-48-co-colonization was the most frequent event (20/23, 87%) (p<0.05), and         
K. pneumoniae (p<0.05) and E. coli (p<0.01) were the predominant species           
(20/23, 87%). OXA-48-producing K. pneumoniae and E. coli were recovered from the 
same sample in 15 patients, but frequently after a prior colonization with a single    
OXA-48-K. pneumoniae. Among K. pneumoniae isolates, high-risk clones   
(ST11/OXA-48, ST15/OXA-48, ST307/OXA-48) were mainly detected, but a higher 
clonal diversity was found among the E. coli population. A high in-vivo cross-species 
transmission was identified, presumptively due to horizontal transfer of a dominant 
IncL-pOXA-48 plasmid (related to IncL/M-pOXA-48a), but also sporadically caused by 
related or unrelated VIM-1 and KPC-3 encoding plasmids.  
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In the third chapter we study what we believe to be the first description of     
OXA-48-producing Kluyvera spp. isolates, expressing also the novel variant             
CTX-M-213. During the R-GNOSIS project, a single clone of OXA-48- Kluyvera spp. 
was detected colonizing 6 unrelated patients. Whole genome sequencing (WGS, 
Illumina HISeq-2500) and further bioinformatics analysis of plasmids (PLACNET, 
PlasmidSPAdes) were additionally performed. The blaOXA-48 gene was located on a 
∼60kb IncL plasmid related to IncL/M-pOXA-48a and the novel blaCTX-M-213 in a 
conserved chromosomal region of Kluyvera genus. Genomic analysis also revealed a 
~177 kb IncF plasmid (class I integron sul1 and aadA2) and an ~9 kb IncQ               
(IS4-blaFOX-8).  
Finally, in the fourth chapter we described an outbreak due to NDM-1+          
CTX-M-15+DHA-1-producing K. pneumoniae in the Neurosurgery ward from 
September-2015 to February-2016. Nine patients were involved in the outbreak, one of 
them connected with a foreign origin (Pakistan). Two clones (NDM-1-ST437 and   
NDM-1-ST101) with different NDM-1-containing plasmids were identified. A high    
co-resistance was found among NDM-1-positive isolates, leaving only colistin and 
amikacin (C/ST101 clone) or colistin, tigecycline and sulfamethoxazole/trimethoprim 
(H/ST437 clone) as therapeutic options. Colonization with other EPC                     
(OXA-48-K. pneumoniae-ST11, VIM-1-K. pneumoniae-ST54, VIM-1-K. pneumoniae-
ST908 and VIM-1-E. coli-ST43) was also detected in two patients. 
In conclusion, the positive collateral effect of isolation of E-ESBL-carriers during 
the R-GNOSIS project revealed that reinforcement of epidemiological measures could 
have benefit the decrease of CPE. Nevertheless, despite control interventions, we 
describe a polyclonal and changeable CPE population over time. Coexistence of 
worldwide disseminated clones, as OXA-48-K. pneumoniae-ST11, with unrelated and 
emerging clones such as NDM-1-K. pneumoniae-ST101, VIM-1-K. pneumoniae-ST54 
and    OXA-48-E. coli-CC10, depicts a disturbing CPE epidemiology in our institution. 
The persistence of high risk clones of OXA-48-K. pneumoniae could explain the 
successful cross-species transfer of a dominant IncL-pOXA-48 plasmid from K. 
pneumoniae into other Enterobacteriaceae species, predominantly E. coli. This 
complex scenario could facilitate the dissemination of different carbapenemases into the 
community through epidemic and non-epidemic multi-drug resistant clones. Proper 
implementation of infection control measures and uninterrupted active surveillance 
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programs for detecting colonization are needed to prevent the global dissemination of 
CPE. 
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INTRODUCCIÓN 
1. La resistencia a los antimicrobianos 
La resistencia a los antimicrobianos (RAM) constituye actualmente una de las 
principales amenazas para la Salud Pública mundial, la seguridad alimentaria y el 
desarrollo biosanitario. Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), la RAM se 
produce cuando microorganismos como bacterias, hongos, virus o parásitos sufren 
cambios debido a la exposición a los distintos medicamentos antimicrobianos 
(antibióticos, antifúngicos, antivíricos o antiparasitarios) y son capaces de resistir al 
efecto inhibitorio o letal de los mismos. 
Por su alta prevalencia y las repercusiones clínicas y epidemiológicas que 
conllevan, la resistencia a los antibióticos es actualmente la más relevante. La 
resistencia a los antibióticos se ha definido como la capacidad de una bacteria para 
sobrevivir en concentraciones de antibiótico que inhiben o matan a otras bacterias 
sensibles pertenecientes a la misma especie [1]. La resistencia se puede producir de 
manera natural (resistencia intrínseca) o por adquisición de mecanismos de resistencia 
(resistencia adquirida). La primera (natural o intrínseca) se produce cuando el 
microorganismo posee mecanismos propios codificados a nivel cromosómico que le 
hacen insensible a la acción de un determinado antimicrobiano. La resistencia adquirida 
a antibióticos es un fenómeno natural que surge como consecuencia de modificaciones 
en el cromosoma bacteriano (mutaciones puntuales ocurridas al azar y posterior 
selección de cepas resistentes tras la exposición a los fármacos) o por transferencia 
genética (por recombinación de ADN exógeno con el cromosoma bacteriano o por 
transferencia horizontal de genes mediante elementos genéticos móviles) [2,3].  
Las resistencias transmisibles mediante elementos genéticos móviles son las más 
relevantes desde el punto de vista clínico y epidemiológico, ya que pueden albergar más 
de un mecanismo de resistencia y pueden transmitirse de bacteria a bacteria (incluso 
entre bacterias pertenecientes a distintos géneros y especies), contribuyendo a la 
emergencia y propagación de microorganismos multirresistentes. Una bacteria es 
considerada multirresistente (MDR) cuando presenta resistencia a tres o más grupos de 
antimicrobianos de uso clínico habitual, y dicha resistencia tiene relevancia clínica 
(conlleva dificultad en el tratamiento de las infecciones producidas por dichas bacterias) 
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y epidemiológica (es causante de brotes epidémicos, de la transmisión de diferentes 
mecanismos de resistencia, etc.) [4,5]. En los últimos años se han definido otros 
términos como “extremadamente resistentes” (XDR), cuando los microorganismos son 
únicamente sensibles a una o dos categorías de antimicrobianos, y panrresistentes 
(PDR), cuando los aislados bacterianos son resistentes a todas las clases de antibióticos 
disponibles [6]. 
 
Figura 1. Factores que promueven la aparición y diseminación de bacterias resistentes a 
los antibióticos (modificado de http://www.who.int/mediacentre/events/2015/world-
antibiotic-awareness-week/Spanish_WHO_HWC_infographics_howitspreads_low-
res.pdf).  
 
Existen múltiples factores que promueven la aparición y propagación de la 
resistencia a los antibióticos (Figura 1). En el área de salud humana, la presión selectiva 
surge principalmente de la combinación del uso abusivo e incorrecto de los antibióticos, 
el inapropiado control de las infecciones, las condiciones sanitarias deficientes y la 
manipulación inadecuada de los alimentos. Las diversas políticas sobre el uso de 
antimicrobianos en los distintos países, las infraestructuras sanitarias deficientes en los 
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países subdesarrollados, el comercio y la globalización, han contribuido también a la 
rápida difusión de la resistencia en todo el mundo [7–9]. Asimismo, el inadecuado y 
excesivo consumo de antimicrobianos en salud animal y la diseminación de los residuos 
de estos medicamentos a través del suelo, los cultivos y el agua, contribuyen a la 
emergencia y circulación de estos microorganismos resistentes [10]. 
Las infecciones por microorganismos multirresistentes se han asociado a un 
aumento de la mortalidad debido a las limitadas opciones terapéuticas existentes. En la 
Unión Europea (UE) cada año mueren alrededor de 25.000 pacientes a causa de 
infecciones producidas por estas bacterias. Se estima que en el año 2050 la resistencia a 
antimicrobianos podrá causar hasta 10 millones de muertes al año en todo el mundo. 
Estas infecciones son un desafío no solo para la ciencia y los sistemas sanitarios, sino 
también una carga económica importante para las instituciones sanitarias. En la UE el 
tratamiento de infecciones causadas por microorganismos multirresistentes supone una 
pérdida de la productividad y un incremento en los costes de la atención sanitaria de al 
menos 1.500 millones de euros [11–13].  
Para luchar contra la resistencia a los antimicrobianos es necesario aplicar el 
concepto “One Health”, es decir, deben implementarse estrategias y medidas de manera 
coordinada entre la Salud Pública, la sanidad animal y el medio ambiente. El plan de 
acción mundial elaborado por la Asamblea Mundial de la Salud en 2015 establece cinco 
objetivos estratégicos para combatir la resistencia: 1) mejorar la concienciación y la 
comprensión de la población con respecto a la RAM; 2) reforzar los conocimientos y la 
base científica a través de la vigilancia y la investigación; 3) reducir la incidencia de las 
infecciones; 4) utilizar de forma óptima los agentes antimicrobianos en salud humana y 
animal; y 5) aumentar la inversión en nuevos medicamentos, métodos de diagnóstico, 
vacunas y otras intervenciones, así como llevar a cabo una inversión sostenible que 
tenga en cuenta las necesidades de todos los países [14]. 
Actualmente, el incremento global experimentado por las enterobacterias 
productoras de carbapenemasas (EPC) constituye una amenaza creciente para la 
seguridad del paciente y las instituciones sanitarias de todo el mundo [15]. Los 
principales factores que han contribuido a la exitosa propagación de estas EPC han sido 
la diseminación de clones ampliamente distribuidos, el establecimiento de reservorios 
en hospitales y otros centros sanitarios, la asociación con otros genes de resistencia que 
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favorecen la coselección, y la presencia de estos genes en diferentes estructuras 
genéticas de transferencia horizontal que facilitan su dispersión [16]. 
En España, en los últimos años se ha producido un aumento importante de la 
incidencia de brotes nosocomiales por EPC, con un incremento de las diferentes clases 
moleculares y de su dispersión geográfica. Además, en paralelo, está aumentando la 
aparición de casos extrahospitalarios, elevando el riesgo de diseminación de estas 
enterobacterias multirresistentes en la comunidad [17,18]. Actualmente, nuestro país 
dispone de un Plan Nacional de Resistencia a los Antibióticos (PRAN), que incluye un 
plan estratégico y de acción para reducir el riesgo de selección y diseminación de las 
resistencias a los antibióticos, tanto en medicina humana como veterinaria [19]. 
2. El orden Enterobacterales 
El orden Enterobacterales (dominio Bacteria, filo Proteobacteria, clase 
Gammaproteobacteria) es un amplio y diverso grupo de bacterias gramnegativas 
recientemente clasificado, que incluye 7 familias: Enterobacteriaceae, Erwiniaceae, 
Pectobacteriaceae, Yersiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae and Budviciaceae [20]. 
Se trata de bacterias con un tamaño intermedio (0,3-1µm x 0,6-6µm), con morfología de 
bacilo o cocobacilo, inmóviles o móviles por flagelos perítricos y no esporuladas. Son 
anaerobias facultativas, catalasa positivas, oxidasa negativas, reductoras de nitrato a 
nitrito y fermentadoras de glucosa y otros azúcares. Los principales factores de 
virulencia de estas bacterias son el lipopolisacárido (LPS) de la pared celular, la 
producción de fimbrias o pili que permiten la unión a otras bacterias y a las células del 
huésped, y la formación por parte de algunas especies de una cápsula polisacarídica o 
proteica con función protectora [21]. 
El hábitat principal de los miembros del orden Enterobacterales en los seres 
humanos y animales mamíferos es el tracto gastrointestinal (TGI), de ahí que reciban el 
nombre común de enterobacterias (del griego “enteron”, intestino). De manera 
circunstancial se pueden encontrar colonizando otras partes del cuerpo como la zona 
perineal, la vagina, la cavidad oral o la región nasofaríngea. Algunas bacterias de este 
orden se encuentran también ampliamente distribuidas en la naturaleza, pudiéndose 
encontrar asociadas a diversos nichos ecológicos, tanto terrestres como acuáticos, e 
incluso con otros organismos vivos como plantas o insectos [20,21]. 
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Las enterobacterias representan menos del 0,1% (<108 ufc/g) de la microbiota 
intestinal, pero mantienen una relación mutualista con nuestro sistema y llevan a cabo 
importantes funciones metabólicas [22–24]. Algunas especies como Salmonella 
enterica, Shigella spp., Yersinia spp., Klebsiella granulomatis y algunas cepas de 
Escherichia coli, son patógenos entéricos primarios y se asocian siempre a enfermedad. 
Sin embargo, especies como E. coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, 
Enterobacter cloacae, Klebsiella aerogenes, Serratia marcescens, Citrobacter freundii, 
Citrobacter diversus, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Providencia stuartii y 
Morganella morganii, entre otras, son comensales y solamente causan infección como 
patógenos oportunistas [25–28]. 
E. coli es el coliforme aerobio más frecuente del TGI (105-108 células por gramo de 
contenido intestinal). La mayor parte de los aislados de E. coli que se encuentran 
colonizando el TGI mantienen una relación simbiótica con las células intestinales y 
persisten en el hospedador durante meses o años, causando infecciones únicamente 
como patógenos oportunistas [29]. Sin embargo, el genoma de E. coli es altamente 
flexible, por lo que la adquisición de determinados factores de virulencia y de 
resistencia por parte de cepas comensales puede dar lugar a patógenos altamente 
adaptados causantes tanto de infecciones intestinales como extraintestinales graves. 
Aunque es el principal agente responsable de infecciones comunitarias (primera causa 
de infecciones del tracto urinario y bacteriemia), también es el principal causante de 
infecciones nosocomiales [25–27]. 
K. pneumoniae tiene como hábitat principal las superficies mucosas de humanos y 
otros mamíferos, principalmente el TGI y el nasofaríngeo. A diferencia de E. coli, esta 
enterobacteria también tiene como hábitat natural distintos nichos ambientales como el 
agua, el suelo o las plantas. Es inmóvil y posee una cápsula polisacarídica que le 
confiere virulencia y aspecto mucoso [30]. Aunque puede producir infecciones de 
origen comunitario, K. pneumoniae es considerado un importante patógeno nosocomial 
y se asocia con frecuencia a brotes hospitalarios y a altas tasas de mortalidad [31,32]. 
Las manos del personal sanitario son consideradas la principal vía de transmisión de 
esta enterobacteria, especialmente de determinados clones epidémicos (clones de alto 
riesgo) que están bien adaptados al medio sanitario y que han adquirido factores de 
virulencia o genes de resistencia a antibióticos mediante elementos genéticos móviles. 
Las enfermedades subyacentes y las alteraciones del sistema inmunológico de los 
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pacientes, así como la antibioterapia previa (especialmente con fluoroquinolonas y 
penicilinas antipseudomónicas) y las largas estancias hospitalarias, son considerados 
importantes factores de riesgo para la colonización y posterior infección por cepas 
epidémicas de    K. pneumoniae [30,33–35]. 
Otras enterobacterias, como Enterobacter spp., Citrobacter spp., Morganella spp., 
Proteus spp., Serratia spp. o K. oxytoca, también pueden producir infección en el 
ámbito hospitalario, aunque en menor proporción [25].  
3. Los antibióticos β-lactámicos 
En los años 40 del siglo pasado, la FDA (del inglés, “Food and Drug Administration”) 
aprobó la utilización de los antibióticos β-lactámicos en la práctica clínica para el 
tratamiento y profilaxis de infecciones causadas por bacterias patógenas humanas y 
animales. Actualmente, los antibióticos β-lactámicos constituyen la familia más 
numerosa de antimicrobianos y la más utilizada en el tratamiento de infecciones 
bacterianas causadas por bacterias gramnegativas, grampositivas y espiroquetas. 
3.1. Clasificación  
Los antibióticos β-lactámicos se caracterizan por la presencia de un anillo β-lactámico 
formado por tres átomos de carbono y uno de nitrógeno. Los miembros de esta gran 
familia de antibióticos se clasifican en 5 grupos definidos en función del anillo 
adyacente al          β-lactámico y las cadenas laterales complementarias (Figura 2) [36]:  
 
Figura 2. Estructura química de los antibióticos β-lactámicos (modificado de [37]). 
 
1) Penicilinas: se clasifican en penicilinas naturales (bencilpenicilina o penicilina 
G), semisintéticas (ampicilina y amoxicilina) y penicilinas resistentes a penicilinasas 
(meticilina, cloxacilina y piperacilina).  
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2) Cefalosporinas: se trata del grupo más amplio en cuanto a moléculas 
desarrolladas y comercializadas. Se agrupan en 5 grupos o generaciones cuya evolución 
se ha orientado a incrementar el espectro frente a bacterias gramnegativas a expensas de 
una reducción progresiva de la actividad frente a grampositivos. Las cefalosporinas de 
tercera generación (C3G) son las más ampliamente utilizadas para tratar infecciones 
nosocomiales causadas por enterobacterias, y entre ellas se encuentran la cefotaxima, 
ceftriaxona y ceftazidima. Las cefalosporinas de 4ª generación (C4G), como la 
cefepima, con una estructura altamente hidrófila que facilita su penetración a través de 
la pared celular de gramnegativos, presentan una mayor actividad frente a las bacterias 
productoras de AmpC cromosómica. Las de 5ª generación (C5G) se caracterizan por no 
verse afectadas, al contrario que las anteriores, por la resistencia a la meticilina. 
3) Carbapenems: este grupo incluye los antibióticos β-lactámicos con mayor 
espectro bacteriano, actividad y resistencia a las β-lactamasas. Derivan del antibiótico 
tienamicina, un producto natural obtenido a partir de la bacteria grampositiva 
Streptomyces cattleya [38]. Se dividen en dos grupos en función de su actividad frente a 
Pseudomonas aeruginosa. El primer grupo incluye tres carbapenems (imipenem, 
meropenem y doripenem) con marcada actividad antipseudomónica, que son empleados 
en el tratamiento de infecciones graves polimicrobianas o causadas por bacilos 
gramnegativos resistentes a cefalosporinas y aminoglucósidos. El meropenem es el más 
indicado para tratar infecciones graves mixtas adquiridas en el hospital o relacionadas 
con la asistencia sanitaria. El segundo grupo de carbapenems incluye antibióticos con 
actividad muy limitada frente a P. aeruginosa. El único miembro de este grupo 
actualmente comercializado es el ertapenem, y está indicado en el tratamiento empírico 
de infecciones intraabdominales, de partes blandas y neumonías aspirativas producidas 
por enterobacterias productoras de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE), 
incluyendo infecciones graves de origen comunitario.  
4) Monobactams: son antibióticos β-lactámicos con un único anillo en su 
estructura. El aztreonam es el único disponible para uso clínico y presenta actividad 
solamente frente a bacterias gramnegativas aerobias y facultativas. Es resistente a la 
hibrólisis por metalo-β-lactamasas (MBL), pero es inactivado por BLEE, 
carbapenemasas de clase A, C y D, y se afecta por la hiperproducción de β-lactamasas 
de tipo AmpC. 
28 
5) Inhibidores de β-lactamasas: son moléculas cuya estructura química permite 
la unión irreversible a las enzimas β-lactamasas. Los inhibidores de β-lactamasas más 
empleados en la práctica clínica son los denominados inhibidores suicidas: el ácido 
clavulánico, el sulbactam y el tazobactam. Se administran en combinación con otros 
antimicrobianos, principalmente del grupo de las penicilinas, para la recuperación de su 
actividad antibacteriana (amoxicilina-ácido clavulánico, ampilicina-sulbactam y 
piperacilina-tazobactam). En su perfil de inhibición no se incluye las carbapenemasas. 
Recientemente se ha comercializado el avibactam y el vaborbactam, asociados 
respectivamente a ceftazidima y meropenem. Son inhibidores de β-lactamasas con 
estructura no β-lactámica. Su perfil inhibidor incluye las carbapenemasas de clase A, y 
en el caso del avibactam, también a algunas de las carbapenemasas de clase D, entre 
ellas OXA-48. Ninguno de los dos tiene actividad inhibidora sobre las MBL 
(carbapenemasas de clase B) [39]. 
3.2. Mecanismos de acción 
Los antibióticos β-lactámicos son agentes bactericidas que producen su efecto a través 
de dos mecanismos, la inhibición de la síntesis de la pared celular y la inducción de 
autolisis bacteriana. 
La pared bacteriana de las bacterias gramnegativas es una estructura compleja que 
consta de una fina capa interna de peptidoglicano (PG) y de una membrana externa 
formada por lípidos y proteínas. El PG es un copolímero formado por la repetición de 
moléculas de ácido N-acetilmurámico (NAM) y N-acetil-glucosamina (NAG) unidas 
mediante enlaces covalentes β-1,4. En la última fase de ensamblaje, unas enzimas 
transpeptidasas, también conocidas como PBP (del inglés “penicillin binding protein”, 
proteína ligada a penicilina), se unen a las subunidades peptídicas precursoras de la 
barrera peptidoglicana y eliminan sus aminoácidos terminales D-alanil-D-alanina, 
dando lugar a unos tetrapéptidos que se fijan al ácido murámico y se unen entre sí 
formando una malla (Figura 3a). El anillo β-lactámico guarda una similitud estructural 
con el aminoácido terminal de las subunidades peptídicas, por lo que es capaz de unirse 
a ellas covalentemente e impedir la transpeptidación (Figura 3b) [40,41]. El segundo 
mecanismo de acción de los antibióticos β-lactámicos es la activación de una autolisina 
bacteriana endógena que destruye el peptidoglicano (Figura 3b) [42,43]. 
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El mecanismo de acción es responsable de la escasa toxicidad de este grupo de 
antimicrobianos, ya que se unen a una estructura celular que no está presente en células 
eucariotas. De igual manera, va a determinar su principal mecanismo de resistencia, la 
producción de enzimas β-lactamasas que hidrolizan el anillo β-lactámico. 
 
 
 
Figura 3. a) Formación del peptidoglicano de la pared celular en bacterias 
gramnegativas; y b) mecanismo de acción de los antibióticos β-lactámicos.  
3.3. Mecanismos de resistencia  
Las poblaciones bacterianas han desarrollado múltiples mecanismos de resistencia 
frente a los antibióticos β-lactámicos (Figura 4), entre ellos: a) la alteración de la 
permeabilidad de la membrana externa (pérdida o modificación de porinas), b) la 
producción de bombas de expulsión, c) la modificación de la diana (PBP), y el más 
importante, d) la producción de enzimas entre las que se encuentran las β-lactamasas 
[44–46].  
Las enzimas β-lactamasas guardan una alta homología con las PBP de la pared 
celular y actúan hidrolizando el anillo β-lactámico e impidiendo su unión a dichas 
proteínas. Es el mecanismo más frecuente y eficaz de resistencia a los antibióticos        
β-lactámicos en bacterias gramnegativas. Los genes que codifican estas enzimas (bla) se 
pueden localizar en el cromosoma bacteriano o en elementos genéticos móviles como 
plásmidos o transposones, y su producción puede ser constitutiva o inducible. Las         
β-lactamasas pueden ser transferibles si su producción está mediada por plásmidos, y en 
tal caso, suelen ser inactivadas por los inhibidores de β-lactamasas. Las β-lactamasas de 
origen cromosómico, como las AmpC, 
β-lactámicos, especialmente cefalosporinas, y no suelen ser sustrato de los inhibidores 
[47].  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Principales mecanismos de resistencia a antibióticos 
enterobacterias (modificado de 
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Tabla 1. Clasificación molecular y funcional de las β-lactamasas (modificado de [50]). 
Bush-
Jacoby 
(2010) 
Ambler 
(1980) 
Sustrato 
preferente 
Actividad 
de CLAV 
o TZB 
Inhibición 
por EDTA Características 
β-lactamasas 
representativas Localización Microorganismos 
1 C Cefalosporinas - NO 
Mayor hidrólisis de cefalosporinas 
que de bencilpenicilinas.Hidrólisis 
de cefamicinas 
AmpC, P99, 
AACT-1, CMY-2, 
FOX-1, MIR-1 
Cromosómica/ 
plasmídica 
Enterobacterias 
P. aeruginosa 
1e C Cefalosporinas - NO Hidrólisis elevada de ceftazidima y de otros oxiimino-β-lactámicos GC1, CMY-37 
Cromosómica/ 
plasmídica 
Enterobacterias 
 
2a A Penicilinas SI NO 
Mayor hidrólisis de 
bencilpenicilinas que de 
cefalosporinas 
PC1 Cromosómica/ plasmídica 
S. aureus,  
K. pneumoniae,  
Citrobacter amalonaticus 
2b A 
Penicilinas, 
Cefalosporinas 1ª 
generación 
SI NO Hidrólisis similar de bencilpenicilinas y cefalosporinas 
TEM-1, TEM-2, 
SHV-1 
Cromosómica/ 
plasmídica 
Enterobacterias 
P. aeruginosa 
H. influenzae 
2be A 
Cefalosporinas   
1ª-4ª generación, 
monobactam 
SI NO 
Hidrólisis elevada de oxiimino-β-
lactámicos (cefotaxima, 
ceftazidima, ceftriaxona, cefepima) 
y aztreonam 
TEM-3, SHV-2, 
CTX-M-15,  
PER-1, VEB-1 
Cromosómica/ 
plasmídica 
Enterobacterias 
P. aeruginosa 
2br A Penicilinas - NO Resistentes a ácido clavulánico, 
sulbactam y tazobactam TEM-30, SHV-10 Plasmídicas E. coli 
2ber A 
Cefalosporinas   
1ª-4ª generación, 
monobactams 
- NO 
Hidrólisis elevada de oxiimino-β-
lactámicos y resistentes a ácido 
clavulánico, sulbactam y 
tazobactam 
TEM-50 Plasmídicas Enterobacterias 
2c A Carbenicilina SI NO Hidrólisis elevada de carbenicilina PSE-1, CARB-3 Cromosómica/ plasmídica 
Moraxella catarrhalis 
P. mirabilis 
P. aeruginosa 
2ce A Carbenicilina, 
cefepima SI NO 
Hidrólisis elevada de carbenicilina, 
cefepima y cefpiroma RTG-4 Plasmídicas A.baumanii 
CLAV= ácido clavulánico; TZB= tazobactam; EDTA= ácido etilendiaminotetracético; NI= No incluido.  
 
 
  
Tabla 1. Continuación 
Bush-
Jacoby 
(2010) 
Ambler 
(1980) 
Sustrato 
preferente 
Actividad 
de CLAV 
o TZB 
Inhibición 
por EDTA Características 
β-lactamasas 
representativas Localización Microorganismos 
2d D Cloxacilina Variable NO Hidrólisis elevada de cloxacilina y 
oxacilina OXA-1, OXA-10 
Cromosómica/ 
plasmídica 
Enterobacterias 
P. aeruginosa 
 
2d D Cloxacilina Variable NO Hidrólisis elevada de cloxacilina y 
oxacilina OXA-1, OXA-10 
Cromosómica/ 
plasmídica 
Enterobacterias 
P. aeruginosa 
 
2de D Cefalosporinas   1ª-4ª generación Variable NO 
Hidrólisis elevada de oxiimino-β-
lactámicos,cloxacilina y oxacilina OXA-11, OXA-15 Plasmídicas 
Enterobacterias 
P. aeruginosa 
2df D Carbapenems Variable NO Hidrólisis de carbapenems, 
cloxacilina y oxacilina OXA-23, OXA-48 
Cromosómica/ 
plasmídica 
Enterobacterias 
A. baumanii 
2e A Cefalosporinas   1ª-4ª generación SI NO 
Hidrólisis de cefalosporinas. 
Inhibición por CLAV pero no 
aztreonam 
CepA Cromosómica/ plasmídica 
Bacteroides spp., 
E. coli, K. pneumoniae, 
Proteus vulgaris 
2f A Carbapenems Variable NO 
Hidrólisis elevada de carbapenems, 
oxiimino-β-lactámicos y 
cefamicinas 
KPC-2, IMI-1, 
SME-1 
Cromosómica/ 
plasmídica 
E. cloacae,  
Serratia marcescens 
K. pneumoniae 
3a B (B1 y B3) Carbapenems NO SI 
Hidrólisis de amplio espectro, 
incluidos los carbapenems, pero no 
los monobactams 
IMP-1, VIM-1, 
CcrA, IND-1, L1, 
CAU-1, GOB-1, 
FEZ-1 
Cromosómica/ 
plasmídica 
Enterobacterias 
P. aeruginosa 
Stenotrophomonas 
maltophila,  
3b B (B2) Carbapenems NO SI Hidrólisis de carbapenems CphA, Sfh-1 Cromosómica Aeromonas spp. 
4 NI Penicilinas NO - - Penicilinasa Cromosómica Burkholderia cepacia 
CLAV= ácido clavulánico; TZB= tazobactam; EDTA= ácido etilendiaminotetracético; NI= No incluido.  
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El uso indiscriminado e incorrecto de los antimicrobianos durante las últimas 
décadas ha favorecido la evolución de las β-lactamasas hacia una nueva generación de 
enzimas: BLEE, β-lactamasas de tipo AmpC plasmídicas y carbapenemasas [46]. 
3.3.1. β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) 
Las BLEE incluyen enzimas pertenecientes a la clases A y D de Ambler (grupos 
funcionales 2be y 2de, respectivamente) (Tabla 1) [51]. Las familias mayoritarias son 
las de tipo TEM, SHV y CTX-M, seguidas de OXA, PER y VEB. Otras BLEE aisladas 
con menor frecuencia son SFO, TLA, GES, IBC y BEL (Tabla 1). Estas enzimas son 
capaces de hidrolizar las penicilinas, todas las cefalosporinas y el aztreonam, pero no las 
cefamicinas ni los carbapenems. Además, son inhibidas por compuestos como el ácido 
clavulánico y el sulbactam.  
Actualmente las enzimas tipo CTX-M son las BLEE más prevalentes a nivel 
mundial, tanto en el ambiente comunitario como en el nosocomial [52], y se han 
asociado principalmente a aislados de E. coli causantes de infecciones comunitarias y a 
clones hospitalarios de K. pneumoniae [53–56]. Las enzimas CTX-M se caracterizan 
por tener una mayor actividad hidrolítica frente a cefotaxima [57]. Actualmente hay 
descritas más de 200 variantes y en función de su secuencia de aminoácidos se dividen 
en cinco grupos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25 [52,58]. 
Todas ellas derivan de una β-lactamasa cromosómica procedente de distintas especies 
del género Kluyvera [59–61]. La movilización de los genes blaCTX-M desde el 
cromosoma de Kluyvera spp. a diferentes plásmidos y la implicación de elementos 
genéticos como ISEcp1-like, ISRC1 o IS26 en su transferencia a otras especies de 
enterobacterias ha sido bien caracterizada [62–66]. A menudo, estos elementos 
genéticos integran genes que confieren resistencia a otros grupos de antibióticos como 
aminoglucósidos, cotrimoxazol y quinolonas [53,67].  
La diseminación de CTX-M mediante plásmidos epidémicos multirresistentes 
altamente transmisibles ha sido uno de los factores responsables de la compleja 
epidemiología de las enterobacterias productoras de BLEE (E-BLEE) y de su rápida 
expansión mundial, primero en el ámbito hospitalario y después en la comunidad 
[52,53,68–71]. La amplia difusión de estas enzimas a través de clones exitosos de         
E. coli como el clon de alto riesgo ST131, asociados a la producción de variantes como 
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CTX-M-15, CTX-M-14 y CTX-M-27, ha sido también determinante para propagación y 
establecimiento de las E-BLEE en todo el mundo [72–75]. 
Los últimos datos indican que en voluntarios sanos, la prevalencia de colonización 
por E-BLEE en Europa oscila entre el 6% y el 10% (Figura 5) y que este porcentaje va a 
continuar aumentando, especialmente en la comunidad [71,76]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Tasa de colonización con E-BLEE en distintas regiones geográficas del 
mundo entre los años 2001 y 2011 (tomado de [71]).  
  
3.3.2. β-lactamasas AmpC 
Las β-lactamasas de tipo AmpC pertenecen a la clase molecular C de Ambler y al grupo 
funcional 1 (Tabla 1). Las AmpC hidrolizan cefalosporinas de primera y segunda 
generación, incluidas las cefamicinas, y en menor medida las de tercera generación. 
Generalmente son muy poco eficaces hidrolizando las cefalosporinas de cuarta 
generación y los carbapenémicos, y se inhiben con cloxacilina, aztreonam y el ácido 
borónico y sus derivados. Estas cefalosporinasas pueden tener localización 
cromosómica o plasmídica, y su producción puede ser constitutiva o inducible, 
dependiendo del grado de expresión del gen blaAmpC [47,62].  
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Desde el punto de vista epidemiológico, la relevancia de las β-lactamasas AmpC 
plasmídicas (pAmpC) radica en su capacidad para movilizarse y transferirse tanto en el 
ambiente nosocomial como en la comunidad. Los genes blaAmpC plasmídicos proceden 
del cromosoma bacteriano y suelen asociarse a integrones o transposones localizados en 
plásmidos conjugativos. Estas pAmpC se clasifican en 9 familias: MOX, CMY, LAT, 
BIL, DHA, ACC, MIR, ACT y FOX. Se han descrito principalmente en algunas 
especies de enterobacterias con relevancia clínica y epidemiológica como E. coli, 
Klebsiella spp. y Proteus mirabilis, entre otros [77]. Aunque la distribución de estas 
enzimas es mundial, su prevalencia se mantiene relativamente baja, y en general, 
asociada a otros mecanismos de resistencia como BLEE o carbapenemasas [78–80].  
4. Enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC) 
En los últimos años, se ha producido una gran alarma y preocupación por la gran 
dispersión de las EPC. Se ha descrito que la producción de BLEE o AmpC asociada a la 
pérdida de porinas disminuye la sensibilidad a estos antibióticos [81,82]. Sin embargo, 
el mecanismo más frecuente de resistencia a carbapenems en enterobacterias es la 
producción de carbapenemasas.  
4.1. Clasificación de carbapenemasas 
Según la clasificación molecular de Ambler, las carbapenemasas se agrupan en las 
clases moleculares A (penicilinasas), B (metalo-β-lactamasas o MBL) y D 
(oxacilinasas), que se corresponden con los grupos funcionales 2f, 3 y 2df, 
respectivamente. En la Tabla 2 se recogen las carbapenemasas más relevantes, los 
microorganismos en los que se encuentran habitualmente y sus principales 
características.  
4.1.1. Carbapenemasas de clase A 
Las carbapenemasas de clase A tienen la capacidad de hidrolizar una amplia variedad de 
β-lactámicos, entre los que se incluyen las penicilinas, las cefalosporinas, los 
carbapenems y el aztreonam. Son parcialmente inhibidas por el ácido clavulánico y el 
tazobactam [83].  
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La primera carbapenemasa de clase A, SME-1 (del inglés “Serratia marcescens 
enzyme”) fue descrita en 1982 en una cepa de S. marcescens [85]. En 1984 se aisló una 
enzima inhibidora de imipenem (IMI-1, del inglés “Imipenem-hydrolysing                     
β-lactamase”) en un aislado de E. cloacae procedente de un paciente hospitalizado en 
EE.UU. [86]. En 1993, se aisló un tercer tipo de enzima carbapenemasa, NmcA (del 
inglés “not-metallo-enzyme-carbapenemase A”) a partir de una cepa de E. cloacae [87]. 
Todas estas carbapenemasas son de localización cromosómica, aunque algunas 
variantes de IMI, como IMI-2, se han identificado en plásmidos [83]. Las enzimas GES 
(del inglés “Guiana extended spectrum”) fueron identificadas inicialmente como BLEE, 
pero con el tiempo se describió que hidrolizaban parcialmente el imipenem [88,89]. A 
diferencia de los anteriores, los genes que codifican las enzimas GES son de 
localización plasmídica.   
Dentro de este grupo de serincarbapenemasas, las que tienen mayor transcendencia 
clínica e importancia epidemiológica son las denominadas KPC (del inglés, “Klebsiella 
pneumoniae carbapenemase”) [90]. Estas enzimas son inhibidas por el ácido borónico, 
Tabla 2. Clasificación general de las carbapenemasas (modificado de [84]). 
Grupo de 
carbapenemasas  
(clase molecular1 y 
grupo funcional2) 
Enzimas 
Inhibición por 
AZT Microorganismos Localización 
CLAV EDTA AVI 
Penicilinasas  
(A, 2f) 
SME 
IMI, NMC 
± - + R S. marcensens 
 E. cloacae 
Cromosómica 
KPC + - + R Enterobacterias Plasmídica 
GES + - + R Enterobacterias, 
P. aeruginosa 
Plasmídica 
Metalo-β-
lactamasas 
(B,3) 
L1 
CcrA 
Cpha 
BcII 
- + - S/R S. maltophilia, 
Bacteroides fragilis, 
Aeromonas 
hydrophila, 
Bacillus cereus 
Cromosómica 
IMP, SPM, 
SIM,  GIM, 
VIM, AIM, 
DIM, KHM, 
NDM 
- + - S 
Enterobacterias, 
Pseudomonas spp. 
Otros BGN no 
fermentadores 
Plasmídica 
(ocasionalmente 
cromosómica) 
Oxacilinasas 
(D, 2df) 
OXA 
 (OXA-48) 
± - ± S A. baumannii, 
P. aeruginosa, 
Enterobacterias 
Cromosómica/ 
plasmídica 
1Clasificación molecular de Ambler, 2Clasificación funcional de Bush&Jacoby 
CLAV= ácido clavulánico; EDTA= ácido etilendiaminotetracético; AVI= Avibactam;  
AZT= Aztreonam; BGN= Bacilos gramnegativos. 
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compuesto que se emplea para su reconocimiento mediante métodos fenotípicos. Las 
KPC se distinguen del resto de carbapenemasas de clase A en que se encuentran 
siempre en plásmidos transferibles y en que su espectro de hidrólisis incluye el anillo 
aminotiazol de las cefalosporinas [83]. La primera enzima KPC (KPC-1) se identificó 
en un hospital de EE.UU. en 1996 en un aislado de K. pneumoniae [91]. Desde 
entonces, se han detectado en distintas especies de enterobacterias hasta 24 variantes, 
siendo KPC-2 y KPC-3 las más frecuentes [92]. 
4.1.2. Carbapenemasas de clase B 
Las metalo-β-lactamasas (MBL) son el grupo de carbapenemasas más diverso y 
diseminado a nivel mundial. Poseen un amplio perfil hidrolítico que incluye todos los 
antibióticos β-lactámicos, aunque presentan muy baja afinidad por los monobactams 
como el aztreonam y no se inhiben por el ácido clavulánico, el sulbactam y el 
tazobactam. A diferencia de las clases A y D, el sitio activo de las MBL contiene un ión 
(o iones) de Zn+2, que es esencial para la hidrólisis del anillo β-lactámico. Esta 
característica estructural hace que puedan ser inhibidos por agentes quelantes de 
cationes divalentes como el EDTA, compuestos tiólicos como el ácido                           
2-mercaptopropiónico o el ácido dipicolínico [50,93]. Algunos de ellos se utilizan en el 
reconocimiento fenotípico de esta familia de carbapanemasas. 
Las enzimas MBL más importantes desde el punto de vista epidemiológico, por su 
prevalencia y por su elevada capacidad de diseminación, son las de tipo IMP, VIM y 
NDM. La enzima IMP-1 (del inglés “Imipenem-resistant Pseudomonas”) fue la primera 
carbapenemasa transferible descrita en bacilos gramnegativos, en concreto en P. 
aeruginosa [94]. Estas enzimas se empezaron a detectar posteriormente asociadas a 
otras especies del género Pseudomonas y en enterobacterias como S. marcensens y K. 
pneumoniae [95,96]. A día de hoy se han descrito más de 50 variantes en todo el 
mundo, siendo especialmente prevalentes en Asia.  
Las enzimas VIM (del inglés, “Verona integron encode metallo-β-lactamase”) se 
describieron por primera vez en Verona (Italia) en 1997 en un aislado de P. aeruginosa 
[97]. Poco después se comunicó en Francia una segunda variante, VIM-2, localizada en 
un plásmido transferible de P. aeruginosa [98]. Desde entonces, se han descrito más de 
40 variantes asociadas tanto a P. aeruginosa como a enterobacterias, siendo VIM-2 la 
más difundida a nivel mundial [99]. VIM-1 y VIM-2 comparten el 90% de su secuencia 
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de aminoácidos, aunque VIM-1 posee un mayor perfil hidrolítico frente a los 
antibióticos β-lactámicos, especialmente frente a las cefalosporinas [100].  
Las enzimas NDM (del inglés, “New Delhi metallo-β-lactamase”) son las 
carbapenemasas con amplia distribución geográfica más recientemente identificadas. La 
primera descripción (NDM-1) se realizó en 2009, asociada a dos aislados                     
(K. pneumoniae y E. coli) procedentes de un paciente sueco que había recibido 
asistencia sanitaria en un hospital de Nueva Delhi (India) [101]. Desde 2010 se han 
descrito 16 variantes y todas ellas muestran un perfil hidrolítico similar al de otras 
MBL.   
4.1.3. Carbapenemasas de clase D 
La clase D comprende más de 200 enzimas OXA (del inglés “Oxacillin-hydrolysing 
carbapenemase”), cuya producción se ha asociado mayoritariamente con la especie 
Acinetobacter baumannii. Se denominan oxacilinasas por su capacidad de hidrolizar la 
oxacilina y la penicilina. No hidrolizan, o apenas hidrolizan, las cefalosporinas de 
espectro extendido (excepto la variante OXA-163) y en general tienen una actividad 
carbapenemasa muy débil. No se inhiben por el ácido clavulánico, el ácido borónico, ni 
por agentes quelantes como el EDTA, aunque sí por el NaCl [102,103]. Una 
característica única de este grupo de enzimas que las diferencia de las 
serincarbapenemasas de las clases A y C es que presentan una elevada resistencia a 
temocilina [104].  
Dentro de la clase D, solo unas pocas variantes poseen actividad carbapenemasa, 
siendo una de las principales representantes de este grupo la enzima OXA-48. Desde su 
primera descripción en Turquía en 2001 en una cepa de K. pneumoniae [105], la 
diseminación de OXA-48 ha sido mundial y principalmente asociada a enterobacterias 
productoras de BLEE, en concreto la CTX-M-15. En 2011 se describió en India una 
variante de esta enzima, OXA-181, con un perfil hidrolítico idéntico a OXA-48 [106]. 
Los niveles de resistencia a carbapenems de estas enzimas son muy bajos, siendo sólo 
detectables en muchos casos cuando van asociados a otros mecanismos de resistencia 
como BLEE o pérdida de permeabilidad de la membrana [48].  
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4.2. Epidemiología y diseminación 
La aparición y diseminación de las EPC está aumentando en todo el mundo y se está 
convirtiendo en un problema global de Salud Pública.  
En 2010, se estableció una escala epidemiológica para evaluar la diseminación 
de las EPC en Europa. En España, durante este primer estudio, la incidencia de EPC se 
limitaba a brotes esporádicos en hospitales, no relacionados entre sí (sin transmisión 
autóctona) y asociados a las carbapenemasas de tipo KPC, VIM e IMP (estado 2b) 
[107]. En 2013, la incidencia de casos en nuestro país aumentó, debido principalmente a 
la emergencia de clones productores de OXA-48. Estos brotes hospitalarios se asociaron 
a una transmisión interinstitucional de nivel regional (estado 3) (Figura 6) [108]. Entre 
los años 2014 y 2015, España ascendió al estado 4 de la escala, debido a la detección en 
diferentes centros sanitarios de múltiples brotes epidémicos causados mayoritariamente 
por productores de OXA-48 y VIM, pero con potencial riesgo de diseminación 
interregional (Figura 7) [17]. 
Según los últimos datos, los productores de OXA-48 y VIM continúan siendo 
los más frecuentes en los brotes nosocomiales y el riesgo de que estas enzimas de hagan 
endémicas en nuestra región es cada vez mayor. Con una menor prevalencia, otras 
carbapenemasas como las KPC y las NMD también están aumentando, generando 
importantes brotes intra e interhospitalarios [17]. 
 
Figura 6. Prevalencia de enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC) en 
Europa en 2013 (tomado de [108]).   
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Figura 7. Prevalencia de enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC) en 
Europa entre 2014 y 2015 (tomado de [17]).   
 
4.2.1. Carbapenemasas KPC 
Las enzimas KPC se describieron por primera vez en 2001 en la costa este de EE.UU, 
para posteriormente diseminarse por toda la región americana hasta considerarse 
endémicas. Pocos años después se empezaron a describir importantes brotes en otros 
países de Latinoamérica, Asia y Europa, normalmente asociados a pacientes que habían 
recibido atención sanitaria en EE.UU. [109,110]. Actualmente, las enterobacterias 
productoras de KPC, mayoritariamente K. pneumoniae, se consideran un problema 
endémico en países como EE.UU, Grecia, Italia, Israel y China [111].  
La diseminación mundial de KPC ha estado influenciada por la expansión de 
determinados clones de K. pneumoniae y la transferabilidad interespecie de los genes 
blaKPC a través de elementos genéticos móviles, como plásmidos y transposones. La 
diseminación, primero en EE.UU y luego a nivel mundial, de las variantes más 
frecuentes (KPC-2 y KPC-3) se ha relacionado principalmente con la expansión del 
complejo clonal (CC) 258 (ST258 y ST512) de K. pneumoniae [90,112]. El clon ST258 
asociado KPC es endémico en varios países, se asocia a transmisión nosocomial, es 
causante de infecciones graves y recurrentes, y tiene la habilidad de colonizar y persistir 
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en el hospedador durante periodos extensos, por lo que es considerado un clon de alto 
riesgo [113].  
La transferabilidad de los genes blaKPC ha sido ampliamente relacionada con el 
transposón Tn4401 (un elemento de 10 kb derivado de Tn3) y con las secuencias de 
inserción ISKpn6 y ISKpn7 [83,90,114]. El transposón Tn4401 (Figura 8) se localiza 
normalmente en plásmidos grandes, conjugativos o no conjugativos, que 
frecuentemente portan otras β-lactamasas, como CTX-M-15, o genes que confieren 
resistencia a otros grupos de antibióticos como aminoglucósidos o quinolonas [90]. 
En España, la emergencia de enterobacterias productoras de KPC se describió por 
primera vez en 2010, asociado a los clones ST384 y ST388 de K. pneumoniae 
productores de KPC-3 y al transposón Tn4410a [115]. Desde entonces, la prevalencia 
de EPC-KPC en nuestra región se ha mantenido baja, detectándose únicamente brotes 
esporádicos en hospitales [116,117]. Entre 2015 y 2017, en Andalucía se registró un 
incremento de casos debidos a K. pneumoniae ST512 productores de KPC-3 
(http://pirasoa.iavante.es/pluginfile.php/16286/mod_resource/content/14/Memoria%20c
ient%C3%ADfica%20del%20laboratorio%20de%20referencia%202017.pdf). 
 
Figura 8. Representación de la estructura del transposón Tn4401. Tn4401a y Tn4401c 
presentan una deleción de 100pb y 200pb, respectivamente, respecto a Tn4401b 
(tomado de [90]). 
 
4.2.1. Carbapenemasas VIM 
Aunque la diseminación de las MBL de tipo VIM se ha relacionado mayoritariamente 
con BGN no fermentadores como P. aeruginosa, estas enzimas se encuentran 
ampliamente representadas entre miembros del orden Enterobacterales [118]. Desde su 
aparición en 1999, se han descrito casos de enterobacterias productoras de VIM en 
numerosos países de Europa, Asia y América [93]. La variante VIM-2 es la más 
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extendida en todo el mundo, y es considerada endémica en el sur de Europa y en el 
sudeste asiático [119]. A diferencia de otras carbapenemasas, la diseminación de VIM 
no se ha asociado a clones concretos de enterobacterias, aunque se aísla principalmente 
en K. pneumoniae [17,111]. 
Todas las variantes de VIM, tanto las cromosómicas como las mediadas por 
plásmidos, son transportadas como genes casette insertados en integrones de clase 1  
(Figura 9) o son movilizados a través de elementos ISCR. Estos integrones se 
caracterizan por transportar genes de resistencia a aminoglucósidos y cotrimoxazol 
[66,100,120,121]. Los transposones Tn402 (derivados de Tn21) asociados a integrones 
de clase 1 se han relacionado también con la movilización de VIM-1 y otras                  
β-lactamasas (blaCTX-M-9) en aislados de nuestra región [70,120].  
En España, la primera descripción de una variante VIM fue en 2005 en un aislado 
de E. coli causante de ITU y en un aislado de K. pneumoniae de origen fecal, ambos 
productores de VIM-1 [122]. En 2007, se produjo el primer brote asociado a 
enterobacterias productoras de VIM-1 [123], y desde entonces, nuestro país ha sufrido 
un aumento progresivo de casos detectados que se han asociado mayoritariamente al 
ámbito hospitalario [121,124].  
Figura 9. Representación de la estructura de un integrón de clase 1. El extremo 
conservado 5’ (5’CS) contiene la integrasa Intl1, la zona variable incluye los genes 
casette (blaVIM-2), y el extremo conservado 3’ (3’CS) contiene los genes de resistencia a 
amonio cuaternario (qacE∆1) y a sulfonamidas (sul1) (tomado de [48]).  
 
4.2.3. Carbapenemasas NDM 
Las enzimas NDM se describieron por primera vez en el año 2009. Un estudio 
retrospectivo realizado en 2011 con muestras recogidas en 14 hospitales de la India, 
demostró que blaNDM-1 ya circulaba en los hospitales de esta región en el año 2006 
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[125]. Desde entonces, se han identificado enterobacterias productoras de diferentes 
variantes de NDM en todos los continentes y la mayoría de los casos se han relacionado 
con viajes a zonas endémicas. Actualmente, el subcontinente indio, los Balcanes y 
países de Oriente Medio son considerados el principal reservorio de estas enzimas. En 
Reino Unido, se ha comunicado una elevada prevalencia de enterobacterias productoras 
de NDM, siendo la mayoría casos importados de países como Pakistán o Bangladesh 
[111,126–130].  
La variante NDM-1 es la más extendida y su difusión se ha descrito en un gran 
número de enterobacterias. A diferencia de otros tipos de carbapenemasas, la 
diseminación de NDM-1 se ha asociado a transmisión hospitalaria pero también a 
patógenos relacionados con la comunidad, como E. coli [126,130,131]. En la India, 
también se ha descrito que fuentes ambientales como el suelo, el agua potable y las 
aguas residuales son reservorio de esta enzima [128].  
La diseminación de blaNDM-1 se ha asociado a múltiples y diversos plásmidos 
transferibles que suelen estar asociados a otras β-lactamasas (AmpC, BLEE o incluso 
otras carbapenemasas) y a otros genes que confieren resistencia a otros grupos de 
antibióticos como aminoglucósidos (metilasas de ARN 16S), macrólidos (esterasas), 
fluoroquinolonas, tetraciclinas (bombas de eflujo), rifampicina, nitrofurantoína y 
sulfonamidas, siendo en muchos casos únicamente sensibles a tigeciclina, colistina o 
fosfomicina [125,127,132–134].  
En España, la diseminación de enterobacterias productoras de NDM se ha limitado 
a brotes hospitalarios esporádicos y en la mayoría de los casos se ha establecido un 
vínculo con regiones endémicas [17].  
4.2.4. Carbapenemasas OXA-48 
Desde su emergencia en Turquía en el año 2003, la diseminación de enterobacterias 
productoras de OXA-48 ha sido explosiva [135]. Se han descrito brotes nosocomiales 
en Turquía y en países del sur de Europa y el norte de África [131]. Actualmente, la 
enzima OXA-48 es endémica en Turquía y Malta, aunque se encuentra ampliamente 
diseminada por toda Europa [17]. Aunque se ha detectado en una gran variedad de 
enterobacterias, la dispersión de OXA-48 ha sido generalmente asociada a la 
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adquisición hospitalaria de clones epidémicos de K. pneumoniae y E. coli 
[131,136,137]. 
El gen blaOXA-48 está localizado en el transposón Tn1999, flanqueado por dos copias 
de las secuencias de inserción IS1999. Estas IS permiten la movilización del gen por 
transposición y regulan su expresión a través de un promotor. El transposón Tn1999.2, 
que difiere del anterior en la presencia de una secuencia de inserción IS1R dentro de 
Tn1999, también se ha asociado a la movilización de OXA-48 [138,139] (Figura 10). 
 
 
Figura 10. Representación de los transposones Tn1999 y Tn1999.2 (tomado de [140]). 
 
Aunque se han comunicado casos en los que este transposón tiene localización 
cromosómica [137], el gen blaOXA-48 se disemina mayoritariamente a través de un único 
plásmido conjugativo IncL/M de ~62 kb, denominado pOXA-48a, que no suele 
contener ningún otro gen de resistencia a antibióticos [141,142] (Figura 11). En estos 
plásmidos, el gen tir (codificador de una proteína inhibidora de la conjugación 
bacteriana) se encuentra truncado por el transposón Tn1999, lo que conduce a un 
incremento de la frecuencia de conjugación plasmídica y a una eficiente diseminación 
de blaOXA-48 [136].  
En España, el primer brote por enterobacterias productoras de OXA-48 se describió 
entre 2009 y 2010. Esos aislados fueron identificados y tipados como K. pneumoniae 
ST101 y eran coproductores de la enzima CTX-M-15. Desde entonces, se han descrito 
multitud de brotes asociados principalmente a la alta diseminación de clones de alto 
riesgo de K. pneumoniae (ST405, ST15, ST437 y ST11) [124,143–146]. Estos clones de 
K. pneumoniae están bien adaptados al medio hospitalario y se han relacionado 
previamente con la dispersión de BLEE de tipo CTX-M [68,147,148] y de otras 
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carbapenemasas [16]. En menor proporción, OXA-48 se ha detectado en otros 
miembros del orden Enterobacterales [124,144], siendo cada vez mayor y más 
preocupante la prevalencia de aislados E. coli productores de OXA-48 [149,150].  
Figura 11. Representación del plásmido pOXA-48a-IncL/M (tomado de [142]). 
 
4.3. Factores de riesgo de la colonización e infección por EPC 
La colonización del hospedador tiene un papel fundamental en la epidemiología de las 
infecciones producidas por EPC. Estas infecciones se asocian con una peor evolución 
del paciente y a una mayor mortalidad [32–34,146,151–153]. La proporción de 
pacientes colonizados con EPC que posteriormente desarrollan una infección está 
influenciada por las características clínicas del paciente y por las particularidades 
propias del tipo de EPC. K. pneumoniae es la enterobacteria productora de 
carbapenemasa más prevalente en todo el mundo y se ha definido como un factor de 
riesgo independiente de predicción de mortalidad [32]. 
En general, los pacientes procedentes de la comunidad presentan una tasa de 
colonización con EPC muy baja [154,155]. La adquisición de EPC se asocia 
mayoritariamente con el ámbito hospitalario y con otros centros de cuidados sanitarios 
[154–159]. Los principales factores que predisponen a la colonización con EPC son las 
estancias hospitalarias prolongadas, la utilización de antibióticos, la colonización con 
otros patógenos resistentes, el uso de procedimientos diagnósticos o terapéuticos 
invasivos y las comorbilidades previas [33,152,160,161]. También se considera un 
factor de riesgo el contacto con regiones endémicas, especialmente el asociado al 
turismo sanitario [7,9,162]. Algunos estudios han determinado que en un contexto de 
alta endemicidad, el riesgo global de ser colonizado por una EPC es de 
aproximadamente el 5% [163,164]. Se estima que el tiempo medio de colonización con 
EPC es de 3 meses, aunque se han descrito colonizaciones que superan el año [33], 
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aumentado el riesgo de infección y de adquisición de otros microorganismos 
multirresistentes. 
4.4. Métodos de detección y confirmación de portadores de EPC 
Para la detección específica de EPC en portadores (o incluso en muestras clínicas) se 
han utilizado tradicionalmente medios selectivos (agar MacConkey) suplementados con 
concentraciones bajas de imipenem (1 mg/L) o discos de imipenem o ertapenem (10µg). 
En los últimos años se han desarrollado diferentes medios cromogénicos que han 
demostrado una alta sensibilidad para todos los tipos de carbapenemasas. Entre ellos se 
encuentran los medios chromID (bioMérieux, Francia), el medio CRE Brillance 
(Thermo Fhiser Scientific, UK) y el medio CHROMagar mSuperCARBA. En algunos 
casos, como el chromID, se ha desarrollado un formato de biplaca con dos medios, uno  
para el aislamiento selectivo de bacterias productoras de OXA-48 y otro para bacterias 
productoras de KPC o MBL [165]. 
Las pruebas fenotípicas para la confirmación de la producción de carbapenemasas 
incluyen el test de Hodge modificado, la medición de hidrólisis de los carbapenems por 
espectrometría de masas (MALDI-TOF MS), métodos colorimétricos basados en 
cambios de pH (CarbaNP y BlueCarba), inmunocromatografía y el método de 
inactivación de carbapenems (CIM). Ese último ha sufrido diferentes modificaciones y 
ha sido adoptado, por el momento, como método de referencia por el CLSI en 
detrimento del test de Hodge modificado. Con posterioridad a la detección de la posible 
producción de carbapenemasa, se recomienda realizar otras pruebas fenotípicas que 
confirmen el mecanismo de resistencia y la clase de carbapenemasa producida. En la 
Figura 12, se incluye el esquema recomendado por la Sociedad Española de 
Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica (SEIMC) en 
sus procedimientos microbiológicos (https://www.seimc.org/contenidos/documentoscie
ntificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia55.pdf). Las 
recomendaciones del grupo EUCAST, orientadas al estudio de aislados que presenten 
resistencia o sensibilidad disminuida a los carbapenémicos recomienda la detección de 
carbapenemasa en los aislados de enterobacterias que tengan valores de CMI a 
meropenem superiores a 0,12 mg/L (http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs 
/EUCAST_files/Breakpoint_tables/v_8.1_Breakpoint_Tables.pdf) (Figura 12).   
 
  
Figura 12. Diagrama de actuación para la confirmación de mecanismos de resistencia a 
antibióticos carbapenems en enterobacterias
borónico; ADP=ácido dipicolínico;
CP=carbapenemasa; BLEE=β-
PIP/TZ=Piperacilina/tazobactam
lactamasas. 2 GES, SME, IMI, NCM.
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 (modificado de [166]). 
 EDTA=ácido etildiaminotetraacético; MBL=metalo
lactamasa de espectro extendido; pAmpC=AmpC plasmídica;
. 
1 Interpretar junto con las pruebas que emplean inhibidores de 
 
3 SIM, GIM, AIM, SPM entre otras. 
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AFB=ácido fenil-
-β-lactamasas; 
 
β-
Aunque el cultivo microbiológico 
método más habitual en la detección de los individuos portadores de EPC, existen 
también alternativas moleculares como microarrays, PCR de diferente índole, LAMP
(“Loop-mediated isothermal amplification
el tipo de carbapenemasa. Estas mismas técnicas se pueden emplear directamente sobre 
aislados, sobre todo en aquellos casos en los que la presencia de otros mecanismos de 
resistencia como BLEE, 
fenotípica (Figura 12).  
4.5. Prevención y control
Las EPC se están propagando entre los miembros del
misma manera que lo hicieron dos décadas antes las B
CTX-M. La detección precoz de 
medidas de control y de aislamiento, son 
estas bacterias.  
Figura 13. Diagrama de flujo a seguir al ingreso hospitalario de un
(modificado de [167]).  
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empleando medios cromogénicos 
”), etc, que incluso ofrecen información sobre 
AmpC o pérdida de porinas, dificulta la confirmación 
 
 orden Enterobacter
LEE, particularmente las 
pacientes colonizados por EPC y la implementación de 
imprescindibles para reducir la
sigue siendo el 
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 infección por 
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En 2013, la Comunidad de Madrid (CM) implementó un Plan de Actuación en el 
que se contemplan las medidas a tomar en los centros sanitarios de la región para la 
prevención y el control de la infección por EPC [167]. El Plan de Actuación incluye un 
diagrama de flujo que indica los pasos que se han de seguir tras el ingreso de un 
paciente en un hospital (Figura 13).  
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“El trabajo te da significado y propósito, y la vida está vacía sin ambos” 
Stephen Hawking 
JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
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JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
En los últimos años, la incidencia de enterobacterias productoras de carbapenemasas 
(EPC) está aumentando en todo el mundo y de forma particular en España. El perfil de 
multirresistencia de las EPC y su gran facilidad de dispersión clonal e interespecie, 
contribuyen a aumentar el riesgo de endemicidad de estos microorganismos, suponiendo 
una grave amenaza para nuestros sistemas de salud. Actualmente, la adquisición de EPC 
se asocia mayoritariamente al ámbito hospitalario, aunque el riesgo de introducción y 
diseminación de estas EPC en el entorno comunitario está aumentando, por lo que 
podría repetirse el modelo que siguieron las CTX-M, β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE) ampliamente diseminadas. La colonización del hospedador por EPC 
es uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de infección por estos 
microorganismos multirresistentes. Por tanto, la detección precoz de portadores fecales 
de EPC mediante sistemas de vigilancia activos, y el conocimiento de los 
microorganismos, su estructura poblacional y las enzimas implicadas, son 
fundamentales para conocer la dimensión del problema y poder establecer medidas que 
permitan frenar su propagación.  
Con este propósito, el objetivo principal de esta tesis fue estudiar la incidencia de 
pacientes colonizados por EPC en nuestro hospital durante el desarrollo del Proyecto 
Europeo R-GNOSIS (marzo 2014-marzo 2016). Durante un periodo de dos años 
estudiamos la epidemiología y la diversidad de especies de EPC, así como su posible 
afectación por las medidas de aislamiento de contacto implementadas para reducir la 
transmisión de portadores fecales por enterobacterias productoras de BLEE (E-BLEE). 
Además, se caracterizaron los genes responsables de las carbapenemasas y se estudió la 
diversidad genética de las distintas especies de EPC, así como la distribución espacial y 
temporal de los principales clones epidémicos.  
Con el fin de profundizar en el conocimiento de la epidemiología de las EPC y 
entender los mecanismos genéticos implicados en la adquisición y diseminación de los 
genes de carbapenemasa, se establecieron los siguientes objetivos secundarios:  
- Analizar en un subgrupo de pacientes cocolonizados por diferentes EPC, la 
transferencia in vivo de los genes blaOXA-48, blaVIM-1 y blaKPC-3 entre distintas 
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especies de enterobacterias y caracterizar los elementos genéticos móviles 
implicados.  
- Describir por primera vez la diseminación de clonal de Kluyvera spp. productora 
de OXA-48 portadora también de la nueva variante cromosómica CTX-M-213, y 
analizar la secuencia del genoma completo de uno de estos aislamientos.  
- Describir y analizar las características microbiológicas, epidemiológicas y 
clínicas de un brote de K. pneumoniae productora de las enzimas NDM-1,      
CTX-M-15 y DHA-1 detectado en el servicio de Neurocirugía entre septiembre de 
2015 y febrero de 2016. 
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“Para hacer las cosas bien es necesario: primero, el amor; segundo, la técnica” 
Antoni Gaudí 
MATERIAL Y MÉTODOS 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
1. Proyecto R-GNOSIS 
El estudio R-GNOSIS (“Resistance of Gram-Negative Organisms: Studying 
Intervention Strategies”) es un proyecto financiado por la Unión Europea englobado 
dentro del 7º programa marco (FP7) (R-GNOSIS-FP7-HEALTH-F3-2011-282512). Es 
un estudio controlado, de dos brazos, aleatorizado por grupos de dos estrategias de 
control de infecciones con diseño de ramas cruzadas (http://www.r-gnosis.eu/). Este 
proyecto se diseñó con el objetivo general de determinar la eficacia de las medidas de 
control empleadas para reducir la adquisición, infección y diseminación de bacterias 
gramnegativas multirresistentes. El estudio fue aprobado por el Comité Ético del 
Hospital Universitario Ramón y Cajal (Ref. 251/13). 
PE=Precauciones estándar; AC=Aislamiento de contacto 
Dentro del proyecto R-GNOSIS, una de las aproximaciones que se llevaron a cabo 
(Protocolo 5) fue el estudio de las estrategias de aislamiento de pacientes portadores de 
β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) en servicios médicos y quirúrgicos 
(“Patient isolation strategies for ESBL carriers in medical and surgical hospital 
wards”). Las medidas correspondientes a cada estrategia de intervención se engloban en 
la Tabla 3. En este protocolo colaboraron 4 hospitales con distintas localizaciones 
europeas: Madrid (España), Berlín (Alemania), Utrecht (Holanda) y Ginebra (Suiza). Su 
objetivo principal fue evaluar el efecto adicional del aislamiento de contacto (AC) frente 
a las estrategias de precaución estándar (PE) sobre la densidad de incidencia de 
adquisición nosocomial de enterobacterias productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (E-BLEE). Los objetivos secundarios del protocolo 5 se recogen en la Tabla 
4. 
Tabla 3. Estrategias de intervención del estudio R-GNOSIS 
Estrategias de intervención 
PE  Higiene de manos. 
 Uso de bata y otras barreras durante el cuidado de los pacientes. 
AC+PE  Precauciones estándar.  
 Uso de bata y guantes  por parte de los visitantes de los  pacientes 
colonizados y/o infectados. 
 Aislamiento del paciente en habitaciones individuales o compartidas 
con otros pacientes colonizados por el mismo microorganismo). 
58 
Tabla 4. Objetivos del protocolo 5 del estudio R-GNOSIS. 
Objetivo principal: 
 Evaluar el efecto adicional de las medidas de aislamiento frente a las estrategias de 
precaución estándar sobre la densidad de incidencia de E-BLEE. 
Objetivos secundarios: 
 Determinar la prevalencia de E-BLEE al ingreso y al alta. 
 Determinar la incidencia de infecciones nosocomiales por E-BLEE. 
 Evaluar la adherencia de la higiene de manos. 
 Evaluar el cumplimiento de las medidas de aislamiento. 
 Comparar la incidencia de E-BLEE detectadas con y sin cribado de vigilancia 
universal (periodos de intervención  vs. periodo basal pre-intervención y periodo post-
intervención). 
 
El estudio se llevó a cabo con pacientes hospitalizados en dos servicios quirúrgicos 
(Neurocirugía y Urología) y dos servicios médicos (Gastroenterología y Neumología) 
de nuestro hospital. Durante un primer período de 12 meses (1 de marzo de 2014 – 28 
de febrero de 2015), se implantó la estrategia de aislamiento de contacto en los servicios 
quirúrgicos (SQ), mientras que en los servicios médicos (SM) se llevaron a cabo sólo 
las medidas de precaución estándar. El mes de marzo de 2015 fue un “periodo de 
lavado” en el que no se realizó aislamiento de contacto en ninguna unidad en los 
pacientes colonizados por E-BLEE. Durante un segundo periodo que abarcó los 12 
meses posteriores (1 de abril de 2015-31 de marzo de 2016), las medidas de aislamiento 
de contacto se implantaron en los servicios médicos, y en las unidades quirúrgicas se 
realizaron únicamente las medidas de precaución estándar habituales (Figura 14).  
Otra de las aproximaciones del proyecto R-GNOSIS que se recoge en esta tesis se 
incluye en el Protocolo 7 (“Functional microbiology & within-host transmission 
dynamics of genes, plasmids and clones of MDR-GNB”), cuyo objetivo fue estudiar la 
dinámica de aparición, la persistencia, los mecanismos de resistencia y las relaciones 
clonales de las BGN multirresistentes detectados durante el protocolo 5. 
En los últimos años, en nuestro hospital se ha registrado un aumento de la aparición 
de pacientes colonizados y/o infectados por enterobacterias productoras de 
carbapenemasas (EPC). Por este motivo, en nuestro centro, a todos los pacientes que 
participaron en el proyecto R-GNOSIS se les realizó en paralelo un cribado para 
detectar posibles portadores de EPC. Ante la detección de cada nuevo caso de 
colonización se implementaron inmediatamente las medidas de control y prevención de 
la infección por EPC recomendadas en la CM [167], que incluyen tanto las estrategias 
de aislamiento de contacto y precaución estándar como la recogida de cultivos rectales 
de vigilancia epidemiológica. Las EPC que se identificaron en este grupo de pacientes 
fueron incluidas en esta tesis doctoral. 
 
 
 Figura
 
2. Recogida de muestras
Se recogieron un total de 15.556
estudio. En el primer periodo se recogieron 6.508 muestras rectales pertenecientes a 
4.432 pacientes, mientras que
5.055 pacientes. Durante el mes considerado como “periodo de lavado” (marzo 2015) se 
recogieron 730 torundas. En la T
de cada servicio y en cada p
Las muestras rectales se obtenían al ingreso en cada unidad, semanalmente para 
aquellos pacientes que permanecieron ingresados más de 7 días, y al alta en aquellos 
que estuvieron hospitalizados al menos 3 días. Se revisaron las historias clínicas de 
todos aquellos pacientes colonizados con EPC y se recogió la edad, 
ubicación del paciente.  
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 14. Diseño del estudio R-GNOSIS. 
 
 torundas rectales de 8.209 pacientes durante todo el 
 en el segundo periodo, se recogieron 7.852 muestras de 
abla 5 se engloba el número de muestras y de pacientes 
eriodo que participaron en el estudio.  
 
 
el sexo y la 
Tabla 5. Número de torundas rectales y pacientes que participaron en el cribado.
Servicios 
Gastroenterología
 
Neumología
 
Neurocirugía
 
Urología
 
TOTAL
 
 
 
Figura 15. a) Torundas rectales utilizadas en el cribado; b) placa Chromo ID
colonias rojas y verdes; y c) placa Chromo ID
el medio para identificación de OXA
de carbapenemasas.  
 
3. Cultivos de vigilancia
Las torundas rectales se sembraron en medios cromogénicos y selectivos Chromo ID
ESBL y -CARB/OXA-48 (BioMérieux, Marcyl'Etoile, Francia) para detección de 
BLEE y carbapenemasas, respectivamente (Figura 
durante 2 días, y se hizo una lectura a las 24
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Nº torundas rectales Nº pacientes
Periodo 1 1936 
Lavado 190 
Periodo 2 2180 
Total 4116 
Periodo 1 1732 
Lavado 217 
Periodo 2 2173 
Total 3905 
Periodo 1 720 
Lavado 81 
Periodo 2 952 
Total 1672 
Periodo 1 2120 
Lavado 216 
Periodo 2 2547 
Total 4667 
14360 
-CARB/OXA-48, con colonias verdes en 
-48 y colonias rojas en el medio para identificación 
 
15). Las placas se incubaron a 37ºC 
 h y otra a las 48 h. La identificación 
 
 
1238 
82 
1289 
2527 
1197 
88 
1289 
2486 
436 
35 
477 
913 
1561 
105 
2000 
3561 
9487 
-ESBL con 
-
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presuntiva de las colonias se realizó siguiendo las indicaciones del fabricante. De esta 
forma, las colonias de color rosa se correspondían con crecimiento por E. coli, y las 
colonias verdes azuladas con Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp., y 
Citrobacter spp. De cada medio de agar cromogénico se seleccionó una colonia única 
por color y morfología y se sembró en placas de agar sangre para realizar los posteriores 
estudios microbiológicos. 
4. Identificación bacteriana  
4.1. Espectrometría de masas (MALDI-TOF MS) 
Las colonias que crecieron en las placas de agar sangre se identificaron mediante 
espectrometría de masas (MALDI-TOF MS, “matrix-assisted laser desorption/ 
/ionization time-of-flight mass spectrometer”). La identificación se realizó a partir de 
una única colonia que se colocó sobre una placa de titanio punteada y se cubrió con     
0,7 µl de matriz (ácido-ciano-4-hidroxicinamínico). Se empleó el equipo MALDI-
Biotyper Realtime (Bruker Daltonics, Alemania) y el espectro resultante de cada cepa se 
analizó con el software FlexControl 3.0 comparándolo con la base de datos. Los 
resultados se expresan como puntuaciones de 0 a 3. Los valores ≤1,7 se consideraron 
una identificación no fiable; los valores entre 1,7-2 se correspondieron con una 
identificación de género; y finalmente los valores ≥2 una identificación fiable a nivel de 
especie. 
4.2. Amplificación y secuenciación del ARNr 16S 
El ARNr 16S es un polirribonucleótido de aproximadamente 1.500 pb, codificado por el 
gen rrs, también denominado ADN ribosomal 16S (ADNr 16S), a partir de cuya 
secuencia se puede obtener información filogenética y taxonómica. La amplificación 
por PCR (reacción en cadena de la polimerasa) y posterior secuenciación del ADNr 
16S, es un método rápido y eficaz de identificación bacteriana. 
4.2.1. Extracción de ADN 
La extracción de ADN bacteriano de los aislados se realizó mediante el método de 
hervido (“boiling”). Para obtener el lisado bacteriano se resuspendió una colonia 
tomada de un cultivo en placa de agar sangre de 24 h en 350 µl de TE y se hirvió en un 
termobloque durante 10 min. Posteriormente, se centrifugó a 12.000 rpm durante 5 min 
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y se recogió el sobrenadante que se utilizó para las posteriores reacciones de 
amplificación. 
4.2.2. PCR y secuenciación 
Para amplificar el gen ADNr 16S se emplearon cebadores específicos (16S-F5’-
AGGATTAGATACCCTGGTAG-3’y16S-R5'-AGGCCCGGGAACGTATTCAC-3’) y 
las siguientes condiciones de amplificación: 1 ciclo de 12 min a 94ºC; 30 ciclos de 1 
min a 94ºC, 1 min a 60ºC, 1 min a 72ºC; extensión final de 10 min a 72ºC.  
Las reacciones de amplificación se prepararon en volúmenes finales de 20 µl que 
contenían los siguientes componentes: tampón de reacción (1x), MgCl2 (2,5 mM), 
dNTPs (2,5 mM), cebadores directo (F) y reverso (R) (0,1 µM cada uno), 2,5 U de 
polimerasa AmpliTaq Gold (AppliedBiosystems, Foster City, CA, EE.UU.) y ADN 
molde (3 µl). La enzima AmpliTaq Gold, es una Taq ADN polimerasa de alta fidelidad 
y especificidad que se activa solamente a temperaturas elevadas, disminuyendo la 
formación de productos inespecíficos y aumentando el rendimiento de la amplificación. 
Las reacciones de PCR se realizaron en termocicladores MJ Research PTC-100 (Global 
Medical Instrumentation Inc., Minnesota, EE.UU.). 
Los productos obtenidos tras la amplificación se separaron mediante electroforesis 
de corriente continua en cubetas horizontales (100V, 30-60 min), utilizando geles de 
agarosa D-1 Low EEO (Pronadisa) al 1,5% en tampón TBE 0,5x (44,5 mM Trisbase, 
44,5 mM ácido bórico, 1 mM EDTA pH=8,0). Como marcador de peso molecular se 
utilizó 100 bp DNA ladder (100-1500 pb) (TaKaRaBio Inc.). La visualización de los 
productos amplificados se realizó mediante tinción de los geles de agarosa con GelRed 
a una concentración final 3X y su posterior exposición a luz ultravioleta en el equipo 
transiluminador ChemiDocTM MP Imaging System (Bio-Rad, Hércules, CA., EE.UU.).  
Los productos de PCR fueron purificados con ExoSAP-IT® purification kit (USB 
Corp., Cleveland, OH, EE.UU.), añadiendo 1 µl de reactivo y 1 µl de H2O ultrapura 
estéril por cada 5 µl de producto de PCR, e incubando en el termociclador durante de 15 
min a 37ºC y 15 min a 80ºC. El producto de PCR purificado fue posteriormente 
secuenciado en Macrogen Europe (Macrogen Inc., Amsterdam, TheNetherlands) en 
secuenciadores Applied Biosystems 3730XL de alto rendimiento y última generación.  
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4.2.3. Análisis de la secuencia del ADNr 16S 
La identificación bacteriana se confirmó con la comparación, mediante el programa 
BLAST, de la secuencia del ADNr 16S obtenida con las depositadas en la base de datos 
del NCBI (“National Center for Biotechnology Information”) 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  
5. Detección fenotípica de la producción de carbapenemasas y BLEE 
La producción de BLEE y carbapenemasas se confirmó fenotípicamente empleando 
diferentes pruebas de difusión en agar. A partir de una colonia crecida en una placa de 
agar sangre de 18-24h, se preparó un inóculo de 2 ml de NaCl 0,9% ajustado a una 
turbidez equivalente a 0,5 de la escala MacFarland. La suspensión se agitó durante 15-
20 segundos y con un hisopo de algodón estéril se sembró la superficie de una placa de 
Mueller-Hinton agar (MHA). 
5.1. Test de doble difusión en disco (DDST) 
El test de doble difusión en disco consiste en un antibiograma que permite detectar la 
producción de BLEE mediante la observación de sinergia (ampliación de la zona de 
inhibición) entre dos discos de antibióticos. Acorde al diseño del estudio R-GNOSIS y 
en función de la identificación bacteriana, se emplearon diferentes discos de antibiótico 
(Oxoid, Ltd. Hampshire, Reino Unido). Para las colonias identificadas como E. coli se 
utilizaron los discos convencionales de cefotaxima (30 µg) (CTX) y ceftazidima (30 µg) 
(CAZ) con un disco de amoxicilina-clavulánico (20/10 µg) (AMC) colocado en el 
centro de la placa a una distancia de 20-30 mm de los anteriores. Para el resto de 
especies, se emplearon discos de aztreonam (30 µg) (AZT) y cefepime (30 µg) (FEP) 
colocados centro a centro del disco de AMC (Figura 16a). Además, se utilizó un disco 
de cefoxitina (30 µg) (FOX) para la detectar la posible producción de β-lactamasas de 
tipo AmpC (Figura 16a). Las placas se incubaron a 37ºC durante 16-18h.  
Mediante esta prueba, la producción de BLEE se confirma cuando se observa 
sinergia entre cualquiera de los discos de cefalosporina de espectro ampliado (CAZ, 
CTX, AZT o FEP) y el disco de AMC. Esta forma característica de “halo de herradura” 
se produce por el efecto inhibitorio del ácido clavulánico sobre la BLEE, dando lugar a 
que el resto de antibióticos aumenten su actividad inhibitoria en la zona de intersección.  
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5.2. Test de Hodge modificado (MHT) 
El test de Hogde es un método de difusión en agar que se emplea para detectar la 
producción de carbapenemasas. Se inoculó una placa de MHA con una suspensión 
bacteriana preparada a partir de una colonia de la cepa E. coli ATCC 25922 sensible a 
los carbapenémicos. En el centro de la placa se colocó un disco de meropenem (10 µg) 
(MER), y con un asa se estrió una colonia del microorganismo a estudiar desde el borde 
del disco hacia el exterior de la placa. Este proceso se repitió con un control positivo   
(K. pneumoniae ATCC BAA1705, productora de KPC) y con un control negativo       
(K. pneumoniae ATCC 1706). Se interpreta un resultado positivo cuando se observa 
formación de una “punta de flecha” debido al crecimiento de la cepa E. coli ATCC 
25922 en la intersección entre el halo de inhibición (generado por la difusión del 
antibiótico) y la estría de la cepa productora de carbapenemasa (Figura 16c). 
a)             b) 
  
 
Figura 16. a) Test de doble difusión en disco con aztreonam (AZT) y cefepime (FEP) 
colocados centro a centro del disco de amoxicilina-clavulánico (AMC) y disco de 
cefoxitina (FOX) y b) Test de Hodge Modificado (MHT). 
 
5.3. Identificación fenotípica del tipo de carbapenemasa 
Con el fin de discriminar el tipo carbapenemasa producida [KPC, metalo-β-lactamasa 
(MBL) u OXA-48] se empleó el test comercial “KPC/MBL/OXA-48 Confirmation Kit” 
(RoscoDiagnostica, Taastrup, Denmark). Esta prueba contiene discos en formato tableta 
de temocilina (inhibidor de OXA-48), de meropenem, y de meropenem suplementados 
con otros inhibidores de diferentes β-lactamasas (ácido borónico, inhibidor de KPC y 
AmpC; cloxacilina, inhibidor de AmpC; y ácido dipicolínico, inhibidor de MBL). La 
interpretación se realiza midiendo diferencias entre los halos de inhibición de los 
distintos discos siguiendo las recomendaciones del fabricante (Tabla 6). 
(–) 
Aislado 
problema 
(+) 
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El test “ESBL and AmpC Screen Kit” (Rosco Diagnóstica) fue también utilizado 
para detectar la producción de BLEE y/o AmpC. En esta prueba se emplean discos con 
cefotaxima y con cefotaxima combinada con clavulanato y/o cloxacilina. La 
interpretación de los resultados se puede observar en la Tabla 7 
 
6. Sensibilidad antimicrobiana 
Las pruebas de sensibilidad permiten inferir la actividad in vitro de los antibióticos y 
establecer valores de concentración mínima inhibitoria (CMI) y de concentración 
mínima bactericida (CMB). La CMI se define como la menor concentración de 
antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible del microorganismo estudiado, y la 
CMB, como la menor concentración de antimicrobiano que causa la muerte del 
microorganismo. La categorización clínica de los valores de CMI obtenidos                   
se realizó siguiendo los puntos de corte establecidos por EUCAST 
(http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Breakpoint_tables/v_
8.1_Breakpoint_Tables.pdf).  
Tabla 6. Interpretación de “KPC/MBL/OXA-48 Confirmation Kit”.  
Actividad AmpC Diferencia ≥ 5mm entre MRP10- MRPCX 
Actividad MBL Diferencia ≥ 5 mm entre MRP10 - MRPDP 
Actividad KPC Diferencia ≥ 4 mm entre MRP10 -MRPBO y <4mm 
entre MRP10 - MRPCX 
Actividad OXA-48 No se observa halo de inhibición en TEM 
Meropenem 10 µg, (MRP10); meropenem 10 µg + ácido borónico (MRPBO); meropenem 10 µg + 
cloxacilina (MRPCX); meropenem 10 µg + ácido dipicolínico (MRPDP); y temocilina 30 ug (TEM).  
Tabla 7. Interpretación de “ESBL-and AmpC ScreenKit”.  
Actividad BLEE Diferencia ≥ 5mm entre CTX30-CTX+C y   CTXC-C - 
CTXCX  
Actividad AmpC Diferencia ≥ 5mm entre CTXCC-CTX+C y CTXCX – 
CTX30 
Actividad BLEE + AmpC Diferencia ≥ 5mm entre CTXCC-CTXCX y <5mm 
entre CTX+C – CTX30 
Cefotaxime 30 µg (CTX30), cefotaxime 30 µg + clavulanato (inhibidor de BLEE) (CTX+C), cefotaxime 30 
µg + cloxacilina (inhibidor de AmpC) (CTXCX), y cefotaxime 30 µg + clavulanato + cloxacilina (CTXCC). 
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6.1. Microdilución 
La sensibilidad a antimicrobianos se determinó por microdilución utilizando el sistema 
automático MicroScan (Beckman Coulter, CA, EE.UU.).  
6.2. Tiras en gradiente  
Se emplearon tiras comerciales en gradiente de celulosa (Liofilchem MIC-Test Strip, 
Rosetodegli Abruzzi, Italy) impregnadas con antibiótico a un rango de concentración 
creciente y variable según el agente antimicrobiano. Estas tiras, depositadas en una 
placa de MHA inoculada previamente con la suspensión bacteriana, ofrecieron 
información cuantitativa de la CMI (mg/L), que se corresponderá con el valor que 
aparece en el punto de intersección del halo de inhibición del crecimiento bacteriano 
con la tira.  
7. Caracterización de genes de resistencia 
La caracterización de los genes de resistencia se realizó mediante PCR y posterior 
secuenciación de los fragmentos amplificados. En algunos casos, también se empleó el 
sistema eazyplex® SuperBug CRE (Amplex-Biosystems, Alemania). En la colección de 
aislados se investigó la presencia de los principales genes de carbapenemasas (blaVIM, 
blaIMP, blaKPC, y blaOXA-OXA-48) y de las BLEE (blaTEM, blaSHV, blaCTX-M). En casos 
concretos, además se estudiaron otros tipos de β-lactamasas como las β-lactamasas 
plasmídicas de tipo AmpC. 
7.1. Pruebas de detección rápida 
El sistema eazyplex® SuperBug CRE (Amplex-Biosystems, Alemania) es una prueba 
de detección rápida basada en la técnica LAMP (“Loop-mediated isothermal 
amplification”). Este método no requiere termociclador y se fundamenta en la 
amplificación de ADN por desplazamiento de cadena a una temperatura constante. El 
test permite detectar los diferentes tipos de carbapenemasa (KPC, NDM, OXA-48, 
OXA-181 y VIM) y BLEE (de los grupos CTX-M-1 y CTX-M-9) directamente desde 
un cultivo crecido en placa y muestra un resultado a tiempo real en 15 minutos. 
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Tabla 8. Cebadores para la identificación de genes de β-lactamasa de espectro extendido (BLEE). 
Genes Cebadores (Secuencia 5’-3’) Amplicón Condiciones Referencia 
PCR MÚLTIPLE 
TEM-SHV-CTX-M 
SHV-F ATGCGTTATATTCGCCTGTG 
747 bp 
1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 ciclos 
de 1 min a 94ºC,1 min a 60ºC, 2 
min a 72ºC; extensión final de 10 
min a 72ºC 
Monstein y cols. [168] 
SHV-R TGCTTTGTTATTCGGGCCAA 
TEM –F TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA   
445 bp TEM-R ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT 
CTX-M-F ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC 
593 bp CTX-M-R TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG 
PCR MÚLTIPLE 
CTX-M-1 grupo - 
CTX-M-9 grupo 
CTX-M-1G-F AAAAATCACTGCGCCAGTTC 
415 bp 1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 ciclos 
de 25 seg a 94ºC, 40 seg a 52ºC, 
50 seg a 72ºC; extensión final de 
10 min a 72ºC 
Woodford y cols. [169] 
CTX-M-1G-R AGCTTATTCATCGCCACGTT 
CTX-M-9G-F CAAAGAGAGTGCAACGGATG 
205 bp CTX-M-9G-R ATTGGAAAGCGTTCA TCACC 
PCR blaCTX-M-1 
CTX-M-1-SEQ-F CCCATGGTTAAAAAATCACTGC 
1000 bp 
1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 ciclos 
de 30 seg a 94ºC, 30 seg a 60ºC, 1 
min a 72ºC; extensión final de 10 
min a 72ºC 
Carattoli y cols. [170] 
CTX-M-1-SEQ-F CAGCGCTTTTGCCGTCTAAG 
PCR blaCTX-M-9 
CTX-M-9-SEQ-F TGGTGACAAAGAGAGTGCAACG 
874 bp 
1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 ciclos 
de 30 seg a 94ºC, 30 seg a 55ºC, 
40 seg a 72ºC; extensión final de 
10 min a 72ºC 
Paauw y cols. [171] 
CTX-M-9-SEQ-F TCACAGCCCTTCGGCGAT 
PCR blaSHV 
SHV-SEQ-F TTATCTCCCTGTTAGCCACC 
800 bp 
1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 ciclos 
de 30 seg a 94ºC, 30 seg a 55ºC, 1 
min a 72ºC; extensión final de 10 
min a 72ºC 
Weill y cols. [172] 
SHV-SEQ-R GATTTGCTGATTTCGCTCGG 
PCR blaTEM 
TEM-SEQ-F GCGGAACCCCTATTTG 
964 bp 
1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 ciclos 
de 30 seg a 94ºC, 30 seg a 55ºC, 1 
min a 72ºC; extensión final de 10 
min a 72ºC 
Olesen y cols. [173] 
TEM-SEQ-R ACCAATGCTTAATCAGTGAG 
  
 
 
Tabla 9. Cebadores para la identificación de genes de carbapenemasa. 
Genes Cebadores Secuencia (5’-3’) Amplicón Condiciones Referencia 
PCR MULTIPLE 
VIM-NDM-KPC-
OXA-48 
VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA 
390 pb 
1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 ciclos de 30 seg 
a 94ºC, 30 seg a 52ºC, 1 min a 72ºC; 
extensión final de 10 min a 72ºC 
Poirel y cols. [174] 
VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG 
OXA-48-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC 
438 pb OXA-48-R CATCAAGTTCAACCCAACCG 
NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 
621 pb NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC 
KPC-F CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG 
798 pb KPC-R CTTGTCATCCTTGTTAGGCG 
blaVIM 
VIM-seq-F TATTGGTCTATTTGACCGCGT 
800 pb 
1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 ciclos de 30 seg 
a 94ºC, 30 seg a 58ºC, 1 min a 72ºC; 
extensión final de 10 min a 72ºC 
Valverde y cols. 
(Comunicación personal) VIM-seq-R TACTCRRCGACTGAGCGAT 
blaOXA-48 
OXA-48-seq-F TTGGTGGCATCGATTATCGG 
600 pb 
1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 ciclos de 30 seg 
a 94ºC, 30 seg a 56ºC, 1 min a 72ºC; 
extensión final de 10 min a 72ºC 
Poirel y cols. [105] 
OXA-48-seq-R GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 
blaNDM 
NDM-seq-F AAGCTGAGCACCGCATTA 
713 pb 
1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 ciclos de 30 seg 
a 94ºC, 30 seg a 52ºC, 1 min a 72ºC; 
extensión final de 10 min a 72ºC 
Gijón y cols. [121] 
NDM-seq-R GCTCATCACGATCATGCT 
blaKPC 
KPC-seq-F ATGTCACTGTATCGCCGTC 
800 pb 
1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 ciclos de 30 seg 
a 94ºC, 30 seg a 54ºC, 1 min a 72ºC; 
extensión final de 10 min a 72ºC 
Endimiani y cols. [175] 
KPC-seq-R TTACTGCCCGTTGACGCC 
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7.2. PCR y secuenciación 
La extracción de ADN bacteriano de las cepas y de los controles se realizó como se 
describe en el apartado 4.2.1.  La amplificación por PCR y la secuenciación de los 
distintos genes se llevó a cabo siguiendo los mismos procedimientos que en el apartado 
4.2.2. Los cebadores específicos y las condiciones de reacción de los distintos genes de 
resistencia se describen en las Tablas 8 y 9. La determinación de los genes de 
carbapenemasa y BLEE se realizó primero mediante una PCR múltiple con distintos 
cebadores para los distintos grupos y posteriormente se confirmaron mediante una PCR 
simple con cebadores específicos de cada una de las familias. En cada una de las 
reacciones se utilizaron controles de reacción positivo, negativo y blanco. 
7.3. Análisis bioinformático 
El análisis de las secuencias obtenidas se realizó mediante los programas Chromas 
(versión 2.6.4 Technelysium Pty. Ltd, Tewantin, Australia) y Vector NTI (versión 
10.3.0 Invitrogen Corporation, Carlsbad, EE.UU). Para la comparación y los 
alineamientos entre las distintas secuencias se utilizaron los programas BLAST 
(www.ncbi.nlm.nih.gov) y Clustal Omega (www.ebi.ac.uk), respectivamente. La 
determinación de las distintas variantes de cada uno de los genes se realizó utilizando 
los datos disponibles en la página www.lahey.org/studies. La web ExPASy (SIB 
Bioinformatics Resource Portal) (http://web.expasy.org/translate/) se empleó para 
convertir las secuencias de nucleótidos a secuencias de aminoácidos y la herramienta 
NEBasechanger (versión 1.2.6, New England BioLabs, Inc) 
(http://nebasechanger.neb.com/) se utilizó para el diseño de cebadores específicos. 
8. Estudio de la estructura poblacional 
8.1. Electroforesis en campo pulsado (PFGE) 
La técnica de PFGE consiste en la macrorrestrición del ADN bacteriano mediante 
enzimas de restricción de baja frecuencia de corte y su posterior separación mediante la 
aplicación de distintos pulsos eléctricos que permiten la reorientación y migración de 
los fragmentos según su peso molecular. 
La digestión se realizó con enzimas cuyo lugar de restricción, por su longitud y su 
secuencia, se encuentran en baja frecuencia a lo largo del ADN cromosómico de la 
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bacteria, de manera que se obtienen entre 10 y 30 fragmentos de ADN de alto peso 
molecular (20 kb- 1 Mb). Para separar estos fragmentos de gran tamaño, es necesario 
aplicar un gradiente de corriente alterna que obligue al ADN a cambiar su conformación 
y reorientarse para avanzar en la dirección de los distintos pulsos eléctricos. Esta técnica 
permite obtener patrones de restricción (pulsotipos) con los que se pueden establecer 
categorías de relación entre cepas bacterianas de un mismo estudio. 
El análisis por PFGE se realizó en todos los aislados productores de carbapenemasa 
incluidos en el estudio, siguiendo los pasos que se detallan a continuación: 
- Preparación de los bloques de agarosa: a partir de un cultivo en placa de agar 
Luria Bertuni (LB agar) de 24 h se preparó de cada aislado una suspensión bacteriana en 
2 ml de tampón CSB (100 mM TrisHCl pH=8: 100mM EDTA, pH8) ajustada a una 
densidad óptica de 600 nm (DO600) igual a 1,45. Se tomaron 150 µl de cada suspensión 
celular en un tubo eppendorf y se adicionaron 7 µL de proteinasa K (20 mg/ml). Para 
obtener los bloques de agarosa, se agregó a cada tubo 150 µL de agarosa D5 (Pronadisa, 
Madrid, España) preparada al 1% en tampón TBE 0,5x con SDS al 10%, y se repartió 
en moldes. Tras la solidificación de los bloques, se procedió a la lisis y 
desproteinización celular utilizando para cada bloque 2 ml de tampón de lisis (50 mM 
Tris: 50mM EDTA, pH8 +  1% Sarcosina) y 10 µL de proteinasa K (20 mg/ml), y se 
incubó a 56ºC durante 2h  en baño con agitación (150-175 rpm). Posteriormente, se 
realizaron 2 lavados de 15 min a 56ºC con 2 ml de agua ultrapura estéril, y 4 lavados de 
10 min a 56ºC con 2 ml de tampón TE (10 mM Tris HCl pH=8,0; 0,1 mM EDTA 
pH=8,0). Una vez finalizados los lavados, los bloques de agarosa se conservaron en 
tampón TE a 4ºC. 
- Digestión y electroforesis: se cortó aproximadamente 1/3 de cada bloque y se 
preparó para cada porción un volumen final de solución de digestión de 100 µL con 30-
50 U de la enzima XbaI y una concentración 1x del tampón correspondiente 
(TaKaRaBio Inc., Shiga, Japón). A continuación, se incubaron a 37ºC durante 3-4 h. 
Posteriormente se cargaron los bloques de agarosa digeridos en un gel de 150 ml de 
agarosa D5 (Pronadisa) preparada al 1,2% con TBE 0,5x y se llevó a cabo la separación 
de los fragmentos de ADN en el sistema CHEF-DRIII (Bio-Rad), empleando como 
tampón de electroforesis 2 l de TBE 0,5x con 20 mg de tiourea. Como marcador de 
meso molecular se empleó la cepa Salmonella enterica subs. enterica serotipo 
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Braenderup (H9812). Las condiciones de electroforesis fueron las siguientes: 14ºC, 6 
V/cm2, con pulsos de 2,2 a 54,2 seg durante 20h. 
- Tinción y visualización: la visualización de los fragmentos de ADN separados se 
realizó por tinción con GelRed. Los geles teñidos se fotografiaron con el equipo 
ChemiDocTM MP. 
- Análisis de los perfiles de restricción: Los patrones de restricción obtenidos se 
interpretaron de acuerdo a los criterios de Tenover y cols. [176]. En función del número 
de diferencias (bandas) entre dos patrones se clasificó a los aislados como idénticos 
(mismo número de bandas y mismo tamaño), genéticamente relacionados (número de 
diferencias ≤ 3), posiblemente relacionados (número de diferencias entre 4 y 6) y no 
relacionados (número de diferencias > 6).  
El análisis de los patrones de restricción  y la elaboración de los dendrogramas de 
cada especie bacteriana se llevó a cabo mediante el software Bionumerics (versión 3.0 
Applied Maths NV, Sint-Martens-Latem, Belgium) utilizando el método de 
agrupamiento UPGMA (“unweighted pair group method using arithmetic averages”). 
Para calcular la similitud entre las cepas se aplicó el coeficiente de Dice expresado entre 
los valores 0 y 1, siendo 1 el valor de mayor homogeneidad genética entre dos aislados.  
8.2. Multi locus sequence typing (MLST) 
La técnica de MLST fue desarrollada y diseñada para identificar clones y/o líneas 
clonales entre las poblaciones bacterianas. El análisis consiste en amplificar y comparar 
las secuencias de fragmentos variables de siete genes de mantenimiento celular 
(“housekeeping”) del cromosoma bacteriano. Según las bases de datos correspondientes 
a los distintos microorganismos, a cada variación alélica de cada uno de los genes se le 
asigna un número, y a cada combinación de 7 alelos (perfil alélico) se le asigna una 
secuencia tipo (ST).  
El MLST se realizó a los representantes de cada uno de los perfiles de restricción 
identificados por PFGE de K. pneumoniae y E. coli productores de carbapenemasa,       
de acuerdo a los esquemas seguidos por el Instituto Pasteur 
(http://bigsdb.pasteur.fr/index.html) y la Universidad de Warwick 
(http://mlst.warwick.ac.uk), respectivamente. 
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Tabla 10. Cebadores y condiciones de amplificación de los genes de MLST de K. pneumoniae y E. coli. 
Genes (pb) Cebadores Secuencia (5’-3’) Condiciones  
K. pneumoniae    
rpoB (510 pb) rpoB- F GGCGAAATGGCWGAGAACCA 
1 ciclo de 5 min a 95ºC; 30 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 
50°C, y 2 min a 72°C; extensión final de 5 min a 72°C 
rpoB-R RGAGTCTTCGAAGTTGTAACC 
mdh (477 pb) mdh-F CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG 
mdh-R CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG 
pgi (432 pb) pgi-F GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC 
pgi-R CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT 
phoE (420 pb) phoE-F ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG 
phoE-R TGATCAGAACTGGTAGGTGAT 
infB (318 pb) infB-F CTCGCTGCTGGACTATATTCG 
infB-R CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC 
gapA (450 pb) gapA-F TGAAATATGACTCCACTCACGG 1 ciclo de 5 min a 95ºC; 30 ciclos de  1 min a 95°C, 1 min a 60°C, y 2 min a 72°C; extensión final de 5 min a 72°C gapA-R C TTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT 
tonB (414 pb) tonB-F CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT 1 ciclo de 5 min a 95ºC; 30 ciclos de 1min a 95°C, 1 min a 45°C, y 2 min a 72°C; extensión final de 5 min a 72°C tonB-R ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG 
E. coli    
adk (583 pb) adk-F ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG 
1 ciclo de 5 min a 95ºC; 30 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 
54°C, y 2 min a 72°C; extensión final de 5 min a 72°C 
adk-R CCGTCAACTTTCGCGTATTT 
icd (878 pb) icd-F ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA icd-R GGACGCAGCAGGATCTGTT 
purA 
purA-F TCGGTAACGGTGTTGTGCTG 
purA-R CATACGGTAAGCCACGCAGA 
fumC (806 pb) fumC-F TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 
fumC-R GTACGCAGCGAAAAAGATTC 
recA (780 pb) recA-F ACCTTTGTAGCTGTACCACG 1 ciclo de 5 min a 95ºC; 30 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 58°C, y 2 min a 72°C;extensión final de 5 min a 72°C recA-R TCGTCGAAATCTACGGACCGGA 
gyrB (911 pb) gyrB-F TCGGCGACACGGATGACGGC 
1 ciclo de 5 min a 95ºC; 30 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 
60°C, y 2 min a 72°C; extensión final de 5 min a 72°C 
gyrB-R ATCAGGCCTTCACGCGCATC 
mdh (932 pb)  mdh-F ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCGG 
mdh-R TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCTT 
 
 
El esquema descrito por Diancourt y cols
amplificación de los siguientes genes: 
(gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa), 
(fosfoglucosa isomerasa), pho
IF-2) y tonB (transductor de energía periplásmico).
Siguiendo el esquema de Wirth y cols
para MLST son: adk (adenilato quinasa), 
girasa), icd (isocitrato/isopropilmalato deshidrogenasa), 
purA (adenilosuccinato deshidrogenasa)
 Los procedimientos utilizados para la amplificación por PCR y secuenciación de 
estos genes fueron los mismos que se emplearon en los apartados 
cebadores utilizados y las condiciones específicas de amplificación de cada uno de los 
genes de MLST de K. pneumoniae
8.3. Índice de diversidad 
La diversidad de población de las EPC detectadas durante este estudio fue estimada 
mediante el índice de Simpson (D
representa la probabilidad de que dos microorganismos seleccionados al azar dentro de 
una población pertenezcan a la misma especie 
diversidad de población empleando el índice de dominancia de Simpson (SDI=1
(Figura 17), el cual se expresa entre los valores 0 y 1, siendo el valor 0 la probabilida
más alta de dominancia de una especie o de un clon, y el valor 1 la máxima 
biodiversidad.  
Figura 17. Fórmulas para el cálculo del índice de Simpson (D
dominancia (SDI). N= nº total de aislados de la población; n
pertenecientes a una misma especie (i) o perfil de restricción (i).
 
En este estudio, se estimó la diversidad de especies bacterianas dentro de la 
población de EPC comparando la prevalencia de las diferentes especies entre períodos y 
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. [177] para K. pneumoniae
rpoB (subunidad beta ARN polimerasa), 
mdh (malato deshidrogenasa), 
E (fosforina E), infB (factor iniciador de la traducción,   
 
. [178], los genes housekeeping
fumC (fumarato hidratasa), 
mdh (malato deshidrogenasa), 
 y recA (motivo de unión de ATP/GTP).
4.2.1 y 4
 y E. coli se encuentran en la Tabla 10
 
SI). El DSI es un índice de diversidad de especies que 
[179]. Durante este estudio, se analizó la 
SI) y el índice de 
i= nº de aislados 
 
 
 
 se basa en la 
gapA 
pgi 
 de E. coli 
gyrB (ADN 
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entre las distintas localizaciones hospitalarias. Este índice también se aplicó para 
analizar la diversidad clonal de las especies más representativas (K. pneumoniae y        
E. coli), basándonos en los perfiles de restricción identificados mediante PFGE. 
9. Transferencia horizontal de genes 
Los ensayos de transferencia de genes in vitro se llevaron cabo mediante conjugación en 
filtro, transformación química y electroporación. 
9.1. Conjugación en filtro 
Se partió de 2 ml de Luria Bertuni caldo (LB caldo) de 18 h de cada una de las cepas 
donadoras y de la receptora (E. coli J53 Azide®). Se prepararon diluciones 1:100 de 
cada uno de los cultivos y se pusieron en contacto las cepas donadoras y receptoras en 
una proporción 1:2. Las mezclas se centrifugaron a 5.000 rpm durante 15 min y los 
precipitados se resuspendieron en 100 µl de LB caldo. Posteriormente, con cada 
suspensión se inoculó un filtro (Millipore, Billerica,MA, EE.UU.) colocado sobre una 
placa de LB agar y se incubó durante 18 h a 37ºC. Para la selección de los 
transconjugantes, el total de la masa bacteriana de cada filtro se sembró en placas de 
selección de agar MacConkey suplementadas con azida sódica (100 µg/ml) y ertapenem 
(0,5 µg/ml) o imipenem (0,5 µg/ml). Las placas se incubaron a 37ºC durante 24-48 h. 
Los cultivos positivos se reestriaron de nuevo en placas de selección y se incubaron a 
37ºC durante 18 h. Los transconjugantes se confirmaron por PCR (procedimientos de 
los apartados 4.2.1 y 4.2.2) y se guardaron en glicerol al 40% a -40ºC. 
9.2. Transformación química 
Para la realización de los experimentos de transformación se llevaron a cabo los 
siguientes pasos:  
- Extracción de ADN plasmídico: se realizó empleando el Qiagen Plasmid Midi Kit 25 
(Qiagen, GmbH, Hilden, Alemania) siguiendo las indicaciones del fabricante. La 
concentración de ADN purificado se determinó utilizando el espectrofotómetro 
NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). 
- Preparación de las células químicas competentes: se preparó un cultivo de 50 ml de 
LB caldo con la cepa E. coli DH5-α y se incubó a 37ºC con agitación (225 rpm) durante 
aproximadamente 2 h hasta alcanzar una DO600nm igual a 0,25-0,4. El cultivo se 
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mantuvo en hielo durante 10 min y posteriormente se centrifugó a 6000 rpm durante 10 
min a 4ºC. Se resuspendió el precipitado en 20 ml de CaCl2 0,1M a 4ºC y se incubó en 
hielo durante un mínimo de 20 min. Se repitió la centrifugación y se resuspendió el 
precipitado en 0,7 ml de CaCl2 0,1M a 4ºC. La suspensión de células químicas 
competentes se guardó en la nevera durante toda la noche. 
- Transformación por choque térmico: para cada reacción se tomaron 100 µl de células 
químicas competentes y se añadió 30-50 ng/ml de ADN plasmídico. Los tubos se 
mantuvieron en hielo durante 30 min, y posteriormente se incubaron a 42ºC durante 45 
seg (choque térmico). Inmediatamente después se añadió a cada tubo 1 ml de LB caldo 
precalentado a 37ºC y se incubaron con agitación (225 rpm) durante aproximadamente 
1-2h a 37ºC. A continuación, para la selección de los transformantes se plaquearon     
200 µl de cada cultivo LB caldo en placas de LB agar suplementadas con ertapenem 
(0,5 µg/ml). Los transformantes se confirmaron por PCR (procedimientos de los 
apartados 4.2.1 y 4.2.2) y se guardaron a -40ºC en glicerol al 40%.  
9.3. Electroporación 
La técnica de electroporación se realizó siguiendo los pasos que se detallan a 
continuación: 
- Extracción de ADN plasmídico: se utilizó el kit NucleoBond® Xtra Midi 
(MACHEREY-NAGEL GmbH& Co. KG, Düren, Germany). La concentración de ADN 
purificado se midió utilizando el equipo NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer V.3.6 
(ThermoScientific).  
- Preparación de células electrocompetentes: se inoculó un cultivo de 1 ml de LB caldo 
con la cepa E. coli DH5-α y se incubó toda la noche a 37ºC con agitación. A partir de 
este cultivo se preparó una dilución 1:100 en 50 ml de LB caldo que se incubó a 37ºC 
con agitación hasta obtener una DO600nm de 0,3-0,4 (aproximadamente 2 h). 
Inmediatamente después, se incubó en hielo durante al menos 10 min, y posteriormente 
se repartió en dos volúmenes de 25 ml y se centrifugó a 4500 rpm durante 10 min a 4ºC. 
Se decantó el sobrenadante y el precipitado se lavó cuidadosamente en 15 ml de glicerol 
10% a 4ºC y se centrifugó de nuevo (4500 rpm, 10 min, 4ºC). Este lavado con glicerol 
se repitió dos veces más. Tras el último lavado, se resuspendió el precipitado en 300 µl 
de glicerol 10% a 4ºC  y se prepararon alícuotas de 40 µl. 
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- Electroporación: se realizó en el equipo Gene Pulser Xcell™ Electroporation Systems 
(Bio-Rad, Hércules, CA., EE.UU), en cubetas de eletroporación de 0,2 cm (Bio-Rad) 
con 40 µl de células y 100 ng de ADN plasmídico purificado. Las condiciones del pulso 
eléctrico fueron las siguientes: 2,5 kV, 25 µF y 200 Ω. A continuación, las células se 
resuspendieron rápidamente en 1 ml de LB caldo precalentado a 37ºC y se incubó 2 h a 
37ºC con agitación. Para la selección de los electrotransformantes se sembraron 200 µl 
en placas de selección suplementadas con ertapenem (0,5 µg/ml) y se incubó a 37ºC 
durante toda la noche. Posteriormente, los electrotransformantes se confirmaron por 
PCR siguiendo los mismos procedimientos que en los apartados 4.2.1 y 4.2.2, pero 
empleando la ADN Taq polimerasa DreamTaq Hot Start (Thermo Fisher Scientific) y el 
equipo termociclador GeneAmp ® PCR System 9700 (Thermo Fisher Scientific). Los 
electrotransformantes se guardaron a -80ºC en glicerol al 40%. 
10. Localización de los genes de resistencia 
La localización de los genes resistencia transferidos mediante plásmidos se realizó 
mediante la técnica de hibridación del ADN con sondas específicas obtenidas por PCR. 
Esta técnica requiere los siguientes pasos:  
10.1. Digestión y separación del ADN  
Para investigar la localización plásmidica de los genes de resistencia, se llevó a cabo 
una digestión con la enzima S1 y la posterior separación de las bandas de ADN por 
electroforesis de corriente alterna (PFGE).  
El primer paso fue digerir 1/3 de un bloque de agarosa (procedimiento del apartado 
8.1) con la enzima S1 (S1 Nuclease, Thermo Fisher Scientific), una endonucleasa que 
degrada el ADN cromosómico de la bacteria y lineariza el ADN plasmídico. La 
digestión se realizó en un volumen final de 100 µl con 12 U de enzima S1 y una 
concentración 2x del tampón S1, y se incubó a 37ºC durante 20 min. Transcurrido este 
tiempo, para evitar la degradación del ADN plasmídico por exceso de digestión se 
adicionaron 10 µl de EDTA 0,5M pH8. El gel de agarosa y el tampón de electroforesis 
se prepararon siguiendo el mismo procedimiento que en el apartado 8.1. Los plásmidos 
linearizados se separaron por PFGE en el sistema CHEF-DRIII con las siguientes 
condiciones: 14ºC, 6 V/cm2, primera rampa de 5 h (pulsos de 5 a 25 seg) y segunda 
rampa de 15 h (pulsos de 30 a 45 seg). La visualización de bandas se realizó de nuevo 
por tinción con GelRed y ex
plásmidos de cada cepa se estableció por comparación de las bandas con los marcadores 
de peso molecular utilizados: Lambda Ladder PFG Marker (48,5
Range PFG Marker (0,13-194 Kb) (New E
(Figura 18a).  
10.2. Transferencia y fijación del ADN a una membrana
Tras la tinción y visualización del gel, se procedió a fijar el ADN mediante exposición a 
luz ultravioleta durante 3 min. A continuación se reali
aproximadamente 200 ml de solución desnaturalizante (NaOH 0,5M: NaCl 1M) durante 
30 min con agitación suave (150
de hidrógeno entre las bases de manera que la sonda podrá hibridar 
complementarias. Se eliminó la solución y se lavó el gel con 100 ml de agua destilada.  
Posteriormente se hicieron dos lavados de 15
solución neutralizante (NaCl 3M: Tris HCl 0,5; pH8). 
 
a)                                                          
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. a) Lambda Ladder PFG Marker (48,5
de peso molecular en la digestión con la enzima 
de ADN a una membrana de nylon.
 
Para hacer la transferencia a una membrana de nylon (Hybond N+, GE Healthcare 
Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia) se utilizó el método 
Para ello se colocó el gel invertido (pocillos hacia abajo) sobre una placa d
cortó la membrana de nylon acorde al tamaño del gel 
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posición a luz ultravioleta. El tamaño y el número de 
-1000,18 Kb) y Low 
ngland Biolabs, Inc, Ipswich, MA, EE
 
zó un lavado del gel con 
-175 pm). El tratamiento con NaOH rompe los puentes 
con las regiones 
-20 min en agitación suave con 200 ml de 
 
b)
-1000,18 Kb) utilizado como marcador 
S1; b) Southern Blot para transferencia 
 
Southern Blot
y se colocó sobre el gel 
 
 
.UU.) 
 (Figura 18b). 
e cristal. Se 
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cuidadosamente para no hacer burbujas. Sobre la membrana se colocaron 3 filtros 3MM 
(papel whatman) del mismo tamaño y sobre éstos una pila de papel absorbente (6-8 cm). 
Por último, se colocó otra placa de vidrio y un peso (aproximadamente 500g). El blot se 
dejó toda la noche para que el ADN se transfiriera a la membrana por capilaridad. 
Pasado este tiempo, la membrana de nylon se dejó secar al aire y se fijó el ADN por 
exposición a luz ultravioleta durante 2 min.   
10.3. Marcaje de sondas  
Las sondas de ADN específicas de los genes de resistencia que se hibridaron con las 
membranas se obtuvieron por PCR utilizando el procedimiento habitual (apartados 4.2.1 
y 4.2.2) pero empleando dNTPs marcados con digoxigenina (PCR DIG Labeling Mix, 
Roche, Mannheim, Germany).  
También se prepararon sondas de hibridación para los marcadores de peso 
molecular (Lambda Ladder PFG Marker y LowRange PFG Marker) mediante marcaje 
con el DIG DNA Labeling Kit (Roche). La sonda se preparó a partir de  ADN de fago λ 
(Roche) digerido con la enzima PstI (TaKaRaBio Inc.). Las condiciones de digestión 
para obtener una concentración final de ADN fago λ de 50 ng/µl fueron las siguientes: 
50 µg de ADN fago λ (167 µl), 12 µl de enzima PstI, 90 µl de tampón de la enzima, y 
H2O ultrapura estéril hasta un volumen final de 1 ml. La solución se incubó a 37ºC 
durante 18h. Para el marcaje de la sonda se preparó un volumen final de 15 µl con ADN 
fago λ (5  µl) y agua milliQ estéril (10 µl), y se desnaturalizó hirviendo a 95ºC durante 
10 min. La mezcla se enfrió inmediatamente en hielo y a continuación se añadieron 2 µl 
de mezcla de hexonucleótidos (Hexanucleotide Mix 10x conc.), 2 µl de dNTPs 
marcados (DIG DNA LabelingMix 10x conc) y 1 µl de enzima klenow (2 U/µl), y se 
incubó a 37ºC toda la noche. Al día siguiente se añadieron 2 µl de EDTA 0,2 M pH8 
para parar la reacción. Se precipitó la mezcla con 2,5 µl de LiCl 4M y 75 µl de etanol 
absoluto y se conservó a -70ºC durante 20 min. Se centrifugó 20 min a 10.000 rpm y se 
lavó el precipitado con 40 µl de etanol al 70%. Se volvió a centrifugar y se resuspendió 
el precipitado en 50 µl de TE pH8 estéril.   
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10.4. Hibridación y revelado 
Los componentes de cada una de las soluciones empleadas durante la hibridación se 
recogen en la Tabla 11. La técnica de hibridación con digoxigenina incluye los 
siguientes pasos: 
- Prehibridación: se introdujo la membrana de nylon con el ADN fijado en una botella 
del horno de hibridación. Se añadieron 25 ml de solución de hibridación previamente 
descongelada y atemperada a 60ºC y se incubó en agitación durante 2 h a 60ºC.  
- Hervido de la sonda de ADN: se prepararon en un tubo eppendorf 15 µl de producto 
de PCR purificado, 2 µl de ADN fago λ y 50 µl de solución de hibridación, y se incubó 
en el termobloque a 95ºC durante 10 min. Inmediatamente después la mezcla se incubó 
en hielo hasta su utilización.  
- Hibridación: Se añadió la sonda marcada y hervida a la solución de hibridación de la 
botella con la membrana y se incubó a 60ºC con agitación toda la noche.  
- Lavados: se retiró la solución de hibridación y se realizaron dos lavados de 5 min a 
temperatura ambiente y con agitación con 20 ml de solución de lavado 1. A 
continuación, se hicieron dos lavados de 15 min a 60ºC y agitación con 20 ml de 
solución de lavado 2. A partir de este momento todos los lavados se hicieron a 
temperatura ambiente. Se aclaró la membrana con 20 ml de tampón I 1x durante 1 min. 
Seguidamente se añadieron 20 ml de tampón II y se incubó durante al menos 30 min. 
Para la detección inmunológica se añadieron 4 µl  de anticuerpo conjugado (Anti-
Digoxigenin-AP Fab fragments, Roche) y se incubó 30 min. Se decantó el tampón II 
con anticuerpo y se hicieron 2 lavados de 15 min con 20 ml de tampón I 1x para quitar 
el anticuerpo no pegado. Por último, se lavó la membrana durante 3 min exactos con el 
tampón III. 
 - Revelado con CDP-star: Se preparó la solución de revelado en un tubo protegido de la 
luz con 5 ml de tampón III y 5 µl de agente revelador CDP-star (CDP-Star 
Chemiluminescence substrate, Roche). La membrana se secó cuidadosamente con papel 
absorbente y se colocó en una bolsa limpia. Se añadió la solución de revelado y se 
extendió rápida y uniformemente por toda la superficie de la membrana. La bolsa se 
selló y se conservó en total oscuridad durante 5 min.  Transcurrido este tiempo, se retiró 
de la membrana el exceso de solución y se procedió al revelado mediante exposición a 
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luz ultravioleta (20-40 min). El tiempo de exposición dependió de la intensidad de la 
señal y la cantidad de ADN fijado en la membrana.  
 
Tabla 11. Soluciones empleadas en la hibridación y revelado de membranas. 
Soluciones: Componentes: 
Solución de hibridación  
50 ml de SSC 20x; 2 ml de laurylsarcosina al 10%; 400 µl de 
SDS 10%; 3 g de reactivo de bloqueo (Blocking Reagent, 
Roche) y hasta 200 ml de agua destilada estéril. Disolver en 
un baño a 70ºC. Conservar congelado. 
Solución de lavado 1  20 ml de SSC 20x, 2 ml de SDS 10% y hasta 200 ml con agua destilada estéril. 
Solución de lavado 2 1 ml de SSC 20x, 2 ml de SDS 10% y hasta 200 ml con agua destilada estéril. 
Tampón I 10x  121,14g de Tris HCl, 87,7g de NaCl, ajustar a pH7.5 con HCl y hasta 1 litro con agua destilada.  
Tampón I 1x 100 ml de tampón I 10x y hasta 1 litro con agua destilada. 
Tampón II  2 g de reactivo de bloqueo y hasta 200ml con tampón I 1x 
estéril. Disolver en un baño a 70ºC. Conservar congelado.  
Tampón III  4,84g de Tris HCl y 2,34g de NaCl y hasta 400ml con agua destilada estéril. Disolver en un baño a 70ºC.  
SSC 20x  175,25g de NaCl; 88,5 g de Tri-Na Citrato, y hasta 1 litro con 
agua destilada.  
 
11. Caracterización de plásmidos portadores de carbapenemasas y BLEE 
Los plásmidos de las cepas que se consideraron más interesantes desde el punto de vista 
epidemiológico se tiparon mediante PCR y digestión con enzimas de restricción 
(RFLP). 
11.1. Tipificación de plásmidos por PCR  
Los plásmidos portadores de los genes blacarbapenemasas se clasificaron en relación a su 
grupo de incompatibilidad (Inc) siguiendo el esquema establecido por Carattoli y cols. 
[180]. Este esquema denominado PBRT (“PCR-based replicon typing”) se basa en la 
identificación mediante PCR de los replicones de los principales grupos de 
incompatibilidad de los plásmidos más relacionados con enterobacterias: FIA, FIB, FIC, 
HI1, HI2, I1-Ig, L/M, N, P, W, T, A/C, K, B/O, X, Y, F, y FIIA. Los cebadores y 
condiciones que se utilizaron para la amplificación de los 18 replicones se muestran en 
la Tabla 12. 
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Tabla 12. Cebadores y condiciones de amplificación de los 18 replicones descritos para 
plásmidos de enterobacterias según el esquema PBRT [180].  
PCR Cebadores Secuencia  (5’-3’) Amplicón Condiciones 
PCR 
MÚLTIPLE  
HI1- HI2- I1 
HI1-F  GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC 
471 pb 
1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 ciclos 
de 1 min a 94°C, 30 seg a 60°C, y 
1 min a 72°C; extensión final de 
5 min a 72°C 
HI1-R TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA 
HI2-F TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC 
644 pb HI2-R GGCTCACTACCGTTGTCATCCT 
I1-F CGAAAGCCGGACGGCAGAA 
139 pb I1-R TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT 
PCR 
MÚLTIPLE  X-
L/M-N 
X-F AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT 
376 pb 
1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 ciclos 
de 1 min a 94°C, 30 seg a 60°C, y 
1 min a 72°C; extensión final de 
5 min a 72°C 
X-R TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC 
L/M-F GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG 
785 pb L/M-R CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG 
N-F GTCTAACGAGCTTACCGAAG 
559 pb 
N-R GTTTCAACTCTGCCAAGTTC 
PCR 
MÚLTIPLE   
FIA-FIB-W 
FIA-F CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 
462 pb 
1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 ciclos 
de 1 min a 94°C, 30 seg a 60°C, y 
1 min a 72°C; extensión final de 
5 min a 72°C 
FIA-R GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG 
FIB-F GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG 
702 pb 
FIB-R CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT 
W-F CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG 
242 pb 
W-R GGTGCGCGGCATAGAACCGT 
PCR 
MÚLTIPLE  Y-
P-FIC 
Y-F AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG 
765 pb 
1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 ciclos 
de 1 min a 94°C, 30 seg a 60°C, y 
1 min a 72°C; extensión final de 
5 min a 72°C 
Y-R GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT 
P-F CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA 
534 pb 
P-R TCACGCGCCAGGGCGCAGCC 
FIC-F GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 
262 pb 
FIC-R TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT 
PCR 
MÚLTIPLE  
A/C-T-FIIAs 
A/C-F GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 
465 pb 
1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 ciclos 
de 1 min a 94°C, 30 seg a 60°C, y 
1 min a 72°C; extensión final de 
5 min a 72°C 
A/C-R ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT 
T-F TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT 
750 pb 
T-R CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC 
FIIAs-F CTGTCGTAAGCTGATGGC 
270 pb 
FIIAs-R CTCTGCCACAAACTTCAGC 
PCR SIMPLE 
K 
K-F GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 
160 pb 
1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 ciclos 
de 1 min a 94°C, 30 seg  a 60°C, 
y 1 min a 72°C; extensión final 
de 5 min a 72°C 
K-R TCTTTCACGAGCCCGCCAAA 
PCR SIMPLE 
B/O 
B/O-F GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 
159 pb 
1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 ciclos 
de 1 min a 94°C, 30 seg  a 60°C, 
y 1 min a 72°C;  extensión final 
de 5 min a 72°C 
B/O-R TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA 
PCR SIMPLE F 
F-F TGATCGTTTAAGGAATTTTG 
270 pb 
1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 ciclos 
de 1 min a 94°C, 30 seg  a 52°C, 
y 1 min a 72°C; extensión final 
de 5 min a 72°C 
F-R GAAGATCAGTCACACCATCC 
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La caracterización de los plásmidos IncL/M se llevó a cabo amplificando por PCR 
3 genes conservados de la estructura del plásmido, repA, traU y parA, que codifican 
proteínas implicadas en la replicación, transferencia y partición del plásmido, 
respectivamente. Los cebadores y condiciones utilizados para cada gen se muestran en 
la Tabla 13.  
Los plásmidos asociados al grupo IncL/M fueron posteriormente diferenciados en 
las familias IncL o IncM, basándonos en una actualización del esquema PBRT (“PBRT 
update”[181]). Los cebadores y condiciones empleados se muestran en la Tabla 14. 
 
Tabla 13. Cebadores y condiciones de amplificación de genes conservados de la 
estructura de plásmidos IncL/M [142]. 
PCR Cebadores Secuencia  (5’-3’) Amplicón Condiciones 
repA RepA-A GACATTGAGTCAGTAGAAGG 900 pb 
1 ciclo de 7 min a 94ºC; 35 ciclos 
de 1 min a 94°C, 1 min  a 56°C, y 
1 min a 72°C;  extensión final de 
10 min a 72°C 
RepA-B CGTGCAGTTCGTCTTTCGGC 
traU TraU-A ATCTCACGCAATCTTACGTC 400 pb TraU-B TCGCGTCATGCGTGATCTTC 
parA 
ParA-A GCAGTGAAAACGTTGATCAG 
500 pb 
ParA-B GATCGCAATGCGTCTTGGTG 
 
 
Tabla 14.  Cebadores y condiciones de amplificación de los grupos IncL e IncM [181]. 
PCR Cebadores Secuencia  (5’-3’) Condiciones 
IncL (854 pb) e  
IncM (738 pb) 
L-Fw CGGAACCGACATGTGCCTACT 1 ciclo de 5 min a 94ºC; 30 
ciclos de 1 min a 94°C, 30 seg a 
60°C, y 1 min a 72°C; extensión 
final de 5 min a 72°C 
L/M-Rv GAACTCCGGCGAAAGACCTTC 
M-Fw GGATGAAAACTATCAGATCTGAA 
 
11.2. Análisis del perfil plasmídico (RFLP) 
La caracterización de los plásmidos portadores de carbapenemasas incluyó el análisis de 
los patrones de restricción obtenidos por digestión con distintas enzimas de restricción: 
DraI, HpaI, EcoRI, y PstI (TaKaRa BioInc, Shiga, Japón). Para este experimento se 
utilizó el ADN plasmídico purificado en el apartado 9.2. Las condiciones de la digestión 
enzimática para un volumen final de 20 µl fueron las siguientes: 2-4 µl (30-40 U) de 
enzima de digestión, 2 µl de tampón 10x de la enzima, 10 µl de ADN plasmídico y 4-6 
µl de H2O ultrapura estéril. Las mezclas se incubaron a 37ºC durante toda la noche. Al 
día siguiente se cargaron en un gel de agarosa al 0,8% y los fragmentos de ADN 
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plasmídico se separaron por electroforesis de corriente continua a 100 V durante 4 h. El 
gel se tiñó con GelRed y se fotografió con el equipo transiluminador. 
12. Clonaje de genes de resistencia 
La caracterización de las nuevas variantes de genes de resistencia detectadas en los 
aislados recogidos durante este estudio, se realizó por experimentos de clonación y 
mutagénesis dirigida. 
12.1. Clonación de genes en vectores de expresión 
La clonación de genes en vectores de expresión se llevó a cabo con el kit Zero Blunt® 
TOPO® PCR Cloning Kit, e  incluyó los siguientes pasos: 
- Amplificación de la nueva variante: se amplificó por PCR y se purificó el gen a 
estudiar siguiendo los procedimientos del apartado 4.2.2.  
-  Eliminación de A del extremo 3’: la eliminación de las colas de poliadenina (poli-A) 
resultantes de la amplificación se llevó a cabo con una T4 DNA Ligasa (Promega, 
Madison, Wisconsin, EE.UU.). Esta enzima cataliza la unión covalente entre los grupos 
5'-fosfato y 3'-hidroxilo de dos cadenas de ADN polinucleotídicas dejando extremos 
romos. Se preparó un volumen final de 7 µl con 5 µl del producto amplificado, 1 µl de 
T4 DNA Ligasa y 1 µl de dNTPs. La mezcla se incubó a 4ºC durante 18 h. 
-  Clonación: se usó como vector de expresión el plásmido pCR-BluntII-TOPO (3519 
pb) (Thermo Fisher Scientific Inc.) (Figura 19). Para cada reacción de ligación del 
inserto al vector se preparó un tubo con 4 µl de producto de PCR, 1 µl del reactivo “Salt 
solution” (proporcionado por el kit) y 1 µl de plásmido, y se incubó 5 min a temperatura 
ambiente. Las reacciones se incubaron en hielo hasta su transformación. Se utilizó un 
control positivo de la reacción de clonación (proporcionado por el kit) y un control 
negativo (sin amplificado).  
- Transformación por choque térmico: se utilizaron células químicas competentes 
NEB® 5-alpha Competent E. coli (New England Biolabs, Inc.). Se añadió 10-100 ng/ml 
de ADN plasmídico  a cada vial de 50 µl de células y se incubó en hielo durante 30 min. 
Posteriormente se incubaron a 42ºC durante 30 seg (choque térmico) e inmediatamente 
después se conservaron en hielo durante 2 min. A continuación se añadió a cada tubo 
250 ml de medio de cultivo SOC (2 % de triptona, 0,5 % de extracto de levadura, 10 
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mM de NaCl, 2,5 mM de KCl, 10 mM de MgCl2, 10 mM de MgSO4 y 20 mM de 
glucosa) precalentado a 37ºC y se incubaron a 37ºC con agitación (225 rpm) durante      
2 h. Para la selección de transformantes se plaquearon 200 µl de cada cultivo en placas 
de LB agar suplementadas con kanamicina (50 µg/ml), ampicilina (30 µg/ml) e IPTG-
XGal (80 µg/ml) y se incubaron las placas a 37ºC durante 24 h. Como control positivo 
de transformación se utilizó el plásmido pUC19 DNA (10 pg/µl), que se seleccionó en 
placas con ampicilina (30 µg/ml). Para los controles de clonación se emplearon placas 
de selección suplementadas con kanamicina (50 µg/ml) y IPTG-XGal (80 µg/ml). Las 
placas de selección se suplementaron con IPTG-XGal para identificar las colonias de 
bacterias transformadas que habían captado el vector de expresión con el inserto. El 
vector pCR-BluntII-TOPO utilizado para la clonación (Figura 19) tiene el sitio de 
inserción del gen a estudiar localizado entre el gen lacZα (codificador de la enzima       
β-galactosidasa) y su promotor (Plac). La β-galactosidasa, en presencia del inductor  
IPTG (isopropil β-D-1-tiogalactopiranosido-IPTG), hidroliza el XGal (5-Bromo-4-
cloro-3-indolil β-D-galactopiranósido-X-Gal) en galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-
hidroxindol (compuesto azul insoluble). Debido a este mecanismo, las colonias que 
hayan transformado el vector sin el inserto, en presencia de IPTG-XGal expresarán la     
β-galactosidasa y crecerán de color azul. Al contrario, las colonias que hayan captado el 
vector con el inserto, no expresarán el gen lacZ y serán de color blanco. La presencia de 
los genes clonados en las células transformantes (colonias blancas) se confirmó por 
PCR (procedimientos de los apartados 4.2.1 y 4.2.2) y se guardaron en glicerol 40% a -
70ºC.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Mapa genético del vector de expresión pCR-BluntII-TOPO.  
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12.2. Mutagénesis dirigida 
La mutagénesis dirigida consiste en la incorporación de un cambio nucleotídico 
específico en un determinado gen, con el fin de identificar qué efecto tiene la mutación 
sobre el fenotipo de dicho gen. Este experimento se llevó a cabo para estudiar el perfil 
de sensibilidad a antibióticos de determinados genes de resistencia respecto a las nuevas 
variantes génicas descritas durante este estudio. Para este experimento se utilizó el 
vector de expresión pCR-BluntII-TOPO del apartado anterior y el kit Q5® Site-
Directed Mutagenesis Kit (New England Biolabs, Inc). Se realizaron los siguientes 
pasos: 
- Extracción de ADN plasmídico: se purificó el ADN plasmídico de la cepa portadora 
del gen de estudio con el kit QiAPrep Spin Miniprep Kit High-YieldProtocol (Qiagen).  
- Diseño de oligos específicos: se utilizó la herramienta NEBasechanger para diseñar, a 
partir del gen de estudio, cebadores específicos que incluían la mutación nucleotídica 
que queríamos introducir en el ADN plasmídico.  
- Amplificación de ADN plasmídico con la mutación: la reacción de amplificación por 
PCR se realizó empleando los reactivos del kit Q5® Site-Directed Mutagenesis y los 
oligos diseñados en el apartado anterior. Se preparó una reacción con un volumen final 
de 25 µl con los siguientes componentes: 12,5 µl Q5 Hot Start High-Fidelity 2x Master 
Mix, 1,25 µl de cada uno de los oligos, 1 µl  de ADN purificado (1-25 ng/µl), y 9 µl de 
H20 libre de nucleasas. Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: 1 ciclo 
de 30 seg a 98ºC; 25 ciclos de 10 seg a 98°C, 30 min a 72°C y 2 min a 72°C; y una 
extensión final de 2 min a 72°C.  
- Reacción KLD: el producto amplificado se incubó con la mezcla de enzimas KLD 
(Kinase-Ligase-DpnI) proporcionada por el kit. Se preparó un volumen final de 10 µl 
con 1 µl de producto de PCR, 1 µl de enzima KLD, 5 µl de tampón de la enzima y 3 µl 
de H20 libre de nucleasas, y se incubó durante 5 min a temperatura ambiente. La mezcla 
KLD incorpora una kinasa que añade grupos 5'-fosfato en los extremos de las cadenas 
de ADN, una ligasa que establece uniones covalentes entre los grupos 5'-fosfato y        
3'-hidroxilo de las dos hebras de ADN, y una enzima DpnI, que degrada el ADN 
metilado. La digestión con KLD permite una rápida circularización del producto de 
PCR (no metilado) y la eliminación del ADN molde (metilado). 
- Transformación por choque térmico
nuevo en células químicas competentes 
siguiendo el mismo procedimiento que en el apartado 12.1. Los transformantes con el 
gen mutado se confirmaron por PCR y secuenciación (procedimientos 7.1 y 7.2). 
13. Estudio del efecto de la resistencia sobre coste biológico 
El crecimiento bacteriano hace referencia al aumento del número de células de una 
especie microbiana a lo largo del tiempo en un m
bajo las condiciones de temperatura, pH y concentración de gases requeridos por la 
bacteria.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Curva de crecimiento bacteriano (A=fase de latencia, B=fase e
C=fase estacionaria y D=fase de muerte).
 
La curva del crecimiento bacteriano (F
número de células viables por mililitro que existen en un medio de cultivo líquido 
inoculado por un cultivo crecido previamente hasta la saturación. Est
fases:  
1) Fase de latencia o período de adaptación en el que las células se adaptan a las 
condiciones de crecimiento y no se dividen
2) Fase exponencial o fase logarítmica en el que la actividad metabólica es máxima, 
las células empiezan a dividirse de forma constante y el número de nuevas bacterias 
que aparecen por unidad de tiempo es proporcional a la población actual
3) Fase estacionaria , en la que 
del agotamiento de nutrientes y la a
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4) Fase de muerte o de declinación, en la que las bacterias se quedan sin nutrientes y 
mueren.  
La persistencia de las bacterias resistentes y su viabilidad frente a otras bacterias 
está condicionada por la ausencia de un coste biológico (“fitness”) asociado a la 
presencia de dichos determinantes genéticos de resistencia. Las curvas de crecimiento 
permiten conocer la tasa de crecimiento y la densidad máxima que alcanzan las 
bacterias ante unas condiciones determinadas, de manera que se puede estimar su coste 
biológico. 
El objetivo de este experimento fue estudiar la estabilidad de los plásmidos 
portadores de carbapenemasas en determinados clones e inferir su efecto real sobre el 
fitness bacteriano. Para ello se calcularon y compararon las tasas de crecimiento relativo 
de las cepas salvajes con plásmidos portadores de carbapenemasas (“wildtypes”), las 
células transconjugantes/transformantes obtenidas en los apartados 9.1 y 9.2, y las 
células curadas (sin plásmido). 
13.1. Estudio de la estabilidad de los plásmidos  
Los procedimientos empleados para inducir la pérdida o curación de los plásmidos 
portadores de carbapenemasas en las bacterias de este estudio se describen a 
continuación:  
- Temperatura de crecimiento elevada: se realizaron cultivos sucesivos de 16 colonias 
diferentes (16 linajes) de cada una de las cepas en placas de LB agar sin antibiótico 
incubadas a 42ºC durante 18 h. Tras 7 días, colonias aisladas de cada uno de los linajes 
fueron reestriadas por duplicado en placas LB agar con y sin antibiótico (ertapenem    
0,5 µg/ml). El mismo procedimiento se realizó en paralelo a 37ºC. La pérdida del 
plásmido se confirma con aquellas colonias que crecen en la placa sin antibiótico pero 
que no lo hacen en la placa correspondiente con antibiótico.  
- Electroporación sin ADN: la electroporación consiste en aplicar un campo eléctrico a 
las células con el fin de aumentar la permeabilidad de su membrana, de manera que se 
pueda introducir material genético (ADN plasmídico) en su interior. Sin embargo, 
durante este ensayo se aplicó a las células un choque eléctrico con el fin de generar 
poros en la membrana que permitieran la salida al exterior del ADN plasmídico. La 
preparación de las células electrocompetentes a partir de las células con plásmido y la 
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electroporación sin ADN se realizó siguiendo los mismos procedimientos que en el 
apartado 9.3. 
13.2. Cinética de crecimiento bacteriano  
El crecimiento bacteriano se determinó por cuantificación de la densidad óptica (DO) 
empleando el sistema Bioscreen C Analyzer (OyGrowth Curves Ab. Ltd.). Para estos 
ensayos se hicieron 4 réplicas biológicas y 2 réplicas técnicas de cada una de las cepas. 
Se inocularon 4 cultivos de 1 ml de LB caldo con 4 colonias diferentes de cada cepa 
(réplicas biológicas) y se incubaron de 12-16 h a 37ºC con agitación. Posteriormente se 
prepararon diluciones 1:1000 (1µl de cultivo en 999 µl de medio LB caldo) y se 
dispensaron 300 µl de cada cultivo diluido en dos pocillos de una placa de bioscreen de 
96 pocillos (réplicas técnicas). Al menos dos pocillos por placa se sembraron con medio 
de cultivo sin bacteria (control negativo). Como microorganismo de referencia se 
incluyó en cada placa la cepa E. coli J53 Azide®. Las condiciones de medición del 
equipo Bioscreen C Analyzer fueron las siguientes: incubación a 37ºC durante 16 h con 
agitación continua, con un intervalo de medición de 4 min,  y una longitud de onda del 
filtro de 600 nm. Las tasas de crecimiento relativo se calcularon dividiendo la tasa de 
crecimiento de la cepa correspondiente por la tasa de crecimiento promedio de la cepa 
wildtype del mismo experimento.  
14. Secuenciación del genoma completo 
Tras la caracterización de los genes de resistencia de todas las cepas de este estudio, se 
procedió a la purificación y secuenciación del genoma completo (WGS, del inglés 
“Whole Genome Sequencing”) de aquellos clones que se consideraron de mayor interés.  
14.1. Extracción de ADN genómico 
La extracción de ADN genómico se llevó a cabo con el Kit de Purificación de ADN 
Genómico Wizard® (Promega), siguiendo las indicaciones del fabricante. Para ello se 
partió de cultivos de LB caldo de 3ml crecidos durante 18 h en presencia de ertapenem 
(0,5 µg/ml). La adecuada purificación del genoma se confirmó mediante PCR y 
electroforesis en corriente continua (apartados 4.2.1 y 4.2.2), y medición de la 
concentración de ADN con los equipos NanoDrop™ 1000 y Qubit™ Fluorometer 
(ThermoScientific, Waltham, MA, USA). 
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14.2. Secuenciación masiva 
La secuenciación completa del genoma (WGS) se realizó utilizando la plataforma 
Genome Analyzer IIx Illumina HiSeq-2500 (Illumina, San Diego, CA). 
14.3. Análisis bioinformático 
El ensamblaje de los genomas se realizó con el programa SPAdes (v.3.5.0) [182] y su 
calidad se evaluó mediante la herramienta QUAST [183].  
La presencia de genes de resistencia a antibióticos y diversidad de plásmidos se 
estudió utilizando bases de datos de genes y herramientas genómicas in silico (ARG-
ANNOT y PlasmidFinder, respectivamente). El contenido plasmídico se analizó con la 
herramienta PLACNET (PlasmidConstellation Network-PLACNET) [184] en 
combinación con plasmidSPAdes (v.3.5.0) [185]. Los contigs resultantes se anotaron 
con la herramienta Prokka (v1.12) y sus funciones génicas se clasificaron de acuerdo 
con la base de datos de grupos ortólogos de proteínas (COG) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/). La comparación de las secuencias de los genomas 
con secuencias conocidas de la base de datos NCBI se realizó empleando las 
herramientas BLASTN y BLASTP.  
Para inferir la filogenia, se obtuvo el genoma común (“core genome”) de las cepas 
disponibles en la base de datos de NCBI (incluídos nuestros aislados). La detección de 
variantes (“variant calling”) y el alineamiento de polimorfismos de un solo nucleótido 
(SNPs, “Single nucleotide polymorphisms”) se realizó utilizando la herramienta Snippy 
v3.1 (https://github.com/tseemann/snippy). Para generar un árbol de máxima 
verosimilitud se utilizó el software IQ-tree, seleccionando la opción de detección 
automática para emplear el mejor modelo evolutivo [186]. El trazado del árbol se 
realizó mediante la aplicación iTOL [187]. 
15. Análisis estadístico 
Las diferencias observadas en las tasas de incidencia acumulada de EPC a lo largo del 
estudio se evaluaron con una regresión de Poisson elaborada mediante el software 
STATA (Stata Statistical Software: Release 11. College Station, TX: Stata Corp LP). 
Los análisis estadísticos restantes se realizaron empleando el software RStudio 
(RStudio, Boston, MA, http://www.rstudio.com/). Las diferencias entre las prevalencias 
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y las frecuencias de determinados clones entre los diferentes servicios y períodos se 
analizaron aplicando la prueba χ² de Pearson y el test exacto de Fisher, respectivamente. 
La comparación de medianas de los datos cuantitativos se realizó apropiadamente 
mediante las pruebas T Student y U de Mann-Whitney. La significación estadística 
entre los distintos índices de diversidad (SDI) y las diferentes tasas de crecimiento 
relativo se estimó mediante la prueba T Student pareada. En todos los casos el valor 
p<0,05 se consideró estadísticamente significativo. 
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Capítulo 1  
 
Estudio R-GNOSIS: Epidemiología y estudio microbiológico de 
enterobacterias productoras de carbapenemasas. 
 
En este Capítulo se estudia la epidemiología y la diversidad de especies de 
enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC) y enterobacterias productoras de 
BLEE (E-BLEE) aisladas en el Hospital Universitario Ramón y Cajal durante el 
proyecto R-GNOSIS. También se caracterizaron los genes de resistencia de la población 
de EPC, así como sus perfiles de sensibilidad antibiótica y los cambios en la diversidad 
clonal a lo largo del tiempo de estudio.   
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1. Epidemiología de las EPC y E-BLEE durante el proyecto R-GNOSIS  
1.1.  Incidencia de pacientes colonizados por EPC y E-BLEE  
Durante el estudio R-GNOSIS (marzo de 2014 a marzo de 2016), se recogieron un total 
de 15.556 torundas rectales pertenecientes a 8.209 pacientes ingresados en dos unidades 
médicas (G=Gastroenterología y P=Neumología) y dos unidades quirúrgicas 
(N=Neurocirugía y U=Urología) del Hospital Universitario Ramón y Cajal. Durante 
este periodo se detectaron 198 EPC (no duplicados) procedentes de 162 pacientes (2%; 
IC 95% 1,7%-2,3%) y 730 aislados productores de BLEE (no duplicados) 
pertenecientes a 687 pacientes (8,4%; IC 95% 7,8%-9%). El 15,3% (105/687) de los 
pacientes colonizados por E-BLEE estuvieron simultáneamente colonizados por EPC. 
En el apartado 1.3 se detallan las especies bacterianas con carbapenemasas y BLEE. 
El rango de edad de los pacientes colonizados con EPC fue de 26 a 98 años, siendo 
la mediana de edad del grupo igual a 74 años. No se encontraron diferencias 
significativas en la edad de los pacientes entre los distintos servicios. El 60% (98/162) 
de los pacientes colonizados con EPC eran hombres.  
El 17,3% (28/162) de los pacientes colonizados por EPC desarrollaron una 
infección causada por el mismo microorganismo. Las infecciones más frecuentes fueron 
las del tracto urinario (ITU) (78,6%; 22/28), seguidas de bacteriemias (10,7%; 3/28), 
infecciones respiratorias (10,7%; 3/28) e infecciones de heridas quirúrgicas          
(7,14%; 2/ 28). En dos pacientes las EPC fueron causantes de meningitis postquirúrgica 
(3,57%; 1/28) e infección protésica (3,57%; 1/28). K. pneumoniae fue el 
microorganismo aislado en la mayor parte de las muestras clínicas  (85,7%; 24/28) 
(Figura 21). Las especies E. cloacae (10,7%; 3/28) y K. oxytoca (3,6%; 1/28) se 
detectaron causando ITU, mientras que E. coli (3,6%; 1/28) se aisló en una herida 
quirúrgica junto a K. pneumoniae.  
En general, la mediana de días de ingreso (LOS, “Length of stay”) de los 
pacientes colonizados por EPC fue de 15,5 días (rango 1-215 días), aunque observamos 
diferencias entre las unidades médicas (12,5 días, rango 1-161 días) y las quirúrgicas 
(25,5 días, rango 1-215 días) (p<0,01). Al analizar los datos de los cuatro servicios 
participantes, observamos que los ingresos en la unidad de Neurocirugía fueron más 
largos que en el resto de s
NLOS=65 días (6-215); y ULOS
 
 
Figura 21. a) EPC causantes de infección entre los pacientes colonizados del estudio 
R-GNOSIS; b) muestras clínicas con aislamiento de
carbapenamasa. (ITU=Infección del tracto urinario; BAS=
LCR= Líquido cefalorraquídeo). 
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la mediana de días de ingreso transcurridos hasta la detección de la colonización por 
EPC (LOS-1) fue de 18 días (rango 1-130 días), encontrándose de nuevo diferencias 
entre los servicios médicos (14 días, rango 6-129 días) y quirúrgicos (29 días, rango      
1-130 días) (p<0,05). Las pruebas estadísticas demostraron de nuevo diferencias 
significativas entre la unidad de Neurocirugía y los restantes servicios [GLOS-1=16 días 
(6-48); PLOS-1=11 días (7-129); NLOS-1=39,5 días (10-130); y ULOS-1=15 días (2-56)] 
(p<0,01).  
En 28 pacientes no se recogió torunda al ingreso, pero se observó crecimiento con 
EPC en el primer cultivo semanal recogido. De estos pacientes, 23 habían tenido 
ingresos previos en nuestro hospital y en 6 de los casos se confirmó la detección de EPC 
durante dicha hospitalización. 
Por otro lado, en 91 pacientes se recogió una torunda al alta, y en 81 de ellos se 
confirmó la colonización con CPE, mientras que en 10 pacientes el cultivo fue negativo 
(11%, 10/91).  
Considerando el total de pacientes, el porcentaje de colonizados con EPC 
permaneció prácticamente invariable a lo largo del tiempo. Asimismo, mediante una 
regresión de Poisson se confirmó que la variación mensual en la incidencia de EPC a lo 
largo del estudio en los cuatro servicios no fue significativa (p=0,41; IRR=0,01; IC 95% 
0,98-1,02).  
A pesar de que el proyecto R-GNOSIS estableció dos periodos de estudio (periodo 
1 y 2), con el objetivo de analizar y comparar de manera secuencial los datos recogidos 
se definieron 4 semestres como series temporales [semestre 1 (S1)= marzo 2014-agosto 
2014; semestre 2 (S2)= septiembre 2014-marzo 2015; semestre 3 (S3)= abril 2015-
septiembre 2015; y semestre 4 (S4)= octubre 2015-marzo 2016]. El mes de marzo del 
año 2015, periodo de lavado del estudio entre los períodos 1 y 2, se incluyó en el 
semestre 2. El número total de aislados EPC y E-BLEE recogidos durante el estudio, y 
la incidencia y número de pacientes colonizados que se detectaron en cada tipo de 
unidad hospitalaria y en cada uno de los servicios se muestra por semestres en la     
Tabla 15. Los porcentajes de incidencia de pacientes colonizados por EPC de cada 
semestre se representan en la Figura 22.   
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Tabla 15. Distribución semestral de los casos de colonización con EPC y E-BLEE durante el 
estudio R-GNOSIS. 
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Gastroenterología S1 550 17 14 2,5% 1,32 54 50 9,1% 2,40 
  
S2 615 13 12 2,0% 1,09 71 67 10,9% 2,46 
  
S3 408 10 8 2,0% 1,35 58 51 12,5% 3,21 
  
S4 591 8 7 1,2% 0,87 53 51 8,6% 2,26 
  
TOTAL 2164 48 41 1,9% 0,57 236 219 10,1% 1,27 
Neumología S1 469 13 12 2,6% 1,43 51 50 10,7% 2,79 
  
S2 697 24 14 2,0% 1,04 46 42 6,0% 1,77 
  
S3 480 16 13 2,7% 1,45 58 56 11,7% 2,87 
  
S4 527 15 14 2,7% 1,37 28 26 4,9% 1,85 
  
TOTAL 2173 68 53 2,4% 0,65 183 174 8,0% 1,14 
Total SM S1 1019 30 26 2,6% 1,0 105 100 9,8% 1,83 
  
S2 1312 37 26 2,0% 0,8 117 109 8,3% 1,49 
  
S3 888 26 21 2,4% 1,0 116 107 12,0% 2,14 
  
S4 1118 23 21 1,9% 0,8 81 77 6,9% 1,48 
  
TOTAL 4337 116 94 2,2% 0,4 419 393 9,1% 0,85 
Neurocirugía S1 217 7 7 3,2% 2,35 19 18 8,3% 3,67 
  
S2 239 7 5 2,1% 1,81 21 21 8,8% 3,59 
  
S3 245 4 4 1,6% 1,59 21 19 7,8% 3,35 
  
S4 211 24 18 8,5% 3,77 18 18 8,5% 3,77 
  
TOTAL 912 42 34 3,7% 1,23 79 76 8,3% 1,79 
Urología S1 729 6 5 0,7% 0,60 65 62 8,5% 2,02 
  
S2 821 11 10 1,2% 0,75 60 58 7,1% 1,75 
  
S3 664 18 15 2,3% 1,13 67 58 8,7% 2,15 
  
S4 746 5 4 0,5% 0,52 40 40 5,4% 1,62 
  
TOTAL 2960 40 34 1,1% 0,38 232 218 7,4% 0,94 
Total SQ S1 946 13 12 1,3% 0,7 84 80 8,5% 1,77 
  
S2 1060 18 15 1,4% 0,7 81 79 7,5% 1,58 
  
S3 909 22 19 2,1% 0,9 88 77 8,5% 1,81 
  
S4 957 29 22 2,3% 0,9 58 58 6,1% 1,51 
  
TOTAL 3872 82 68 1,8% 0,4 311 294 7,6% 0,83 
TOTAL S1 1965 43 38 1,9% 0,6 189 180 9,2% 1,28 
  
S2 2372 55 41 1,7% 0,5 198 188 7,9% 1,09 
  
S3 1797 48 40 2,2% 0,7 204 184 10,2% 1,40 
  
S4 2075 52 43 0,2% 0,6 139 135 0,7% 0,35 
  
TOTAL 8209 198 162 2,0% 0,3 730 687 8,4% 0,60 
1Semestres= S1 (marzo 2014-agosto 2014), S2 (septiembre 2014-marzo 2015), S3 (abril 2015-septiembre 2015) 
y S4 (octubre 2015-marzo 2016) 
SM=Servicios médicos (Gastroenterología+Neumología); SQ= Servicios quirúrgicos (Neurocirugía+Urología).  
 
 
Figura 22. Incidencia semestral de EPC durante el estudio R
a) Incidencia de EPC por semestres
b) Incidencia de EPC por tipo de servicio
c) Incidencia de EPC en cada servicio
1.2. Incidencia de EPC y E
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alternativamente en los servicios médicos y quirúrgicos la estrategia de aislamiento de 
contacto para portadores de E-BLEE. Debemos destacar que en todos los casos de 
colonización y/o infección con EPC se llevaron a cabo las medidas de control y 
prevención de la infección que indica las recomendaciones de la CM [167]. En el 
análisis que se detalla a continuación se incluyen los casos nuevos de colonización con 
EPC detectados durante el periodo de lavado (marzo 2015) como parte del periodo 1.  
Durante el primer periodo, entre el total de pacientes muestreados se detectó un 
1,8% (79/4.337) de colonización con EPC. En el segundo periodo se observó un 
aumento no significativo de esta cifra, alcanzando un 2,1% (83/3.872). Por otro lado, el 
porcentaje de portadores fecales de BLEE disminuyó entre el primer periodo [8,5% 
(368/4.337)] y el segundo [8,2% (319/3.872)], aunque de nuevo esta diferencia no fue 
estadísticamente significativa. Los porcentajes de incidencia  se recogen en la Tabla 16 
y se representan en la Figura 23a. 
Por otra parte, al analizar los datos de incidencia en los distintos servicios en cada 
periodo de estudio, se encontraron diferencias significativas (Figura 23b y Tabla 16). 
Durante el primer período de intervención, las medidas de aislamiento de contacto de 
portadores de E-BLEE se implementaron en los servicios quirúrgicos. Durante este 
periodo, la tasa de colonización por EPC fue mayor en las unidades médicas (2,2%; 
52/2.331) que en las unidades quirúrgicas (1,3%; 27/2.006) (p<0,05). Durante el mismo 
periodo, la tasa de portadores de E-BLEE fue también superior en las unidades médicas 
(9%; 209/2.331) respecto a las quirúrgicas (7,9%; 159/2.006). En el segundo periodo, la 
estrategia de intervención se invirtió y las medidas de aislamiento de portadores de       
E-BLEE se aplicaron en las unidades médicas. Durante esta segunda parte del estudio, 
se observó una incidencia similar de portadores de EPC en los servicios médicos (2,1%, 
42/2006) y quirúrgicos (2,2%, 41/1866), mientras que se registró de nuevo una mayor 
incidencia de pacientes colonizados por E-BLEE en las unidades médicas (9,2%; 
184/2006) que en las quirúrgicas (7,2%; 135/1866) (p<0,01).  
Si comparamos estos mismos datos de incidencia de EPC y E-BLEE a lo largo del 
tiempo en cada tipo de unidad encontramos también variaciones significativas. En los 
servicios quirúrgicos, a pesar de la retirada de las medidas de aislamiento de contacto, 
durante el segundo periodo se registró una disminución en la tasa de portadores de        
E-BLEE (7,9%-7,2%), y un aumento de pacientes colonizados por EPC (1,3%-2,2%) 
(p<0,05). Por el contrario, e
estrategia de aislamiento de contacto
poco relevante de colonización por E
incidencia de EPC (2,2%-2,1
 
Figura 23. Incidencia de EPC y E
a) Incidencia total y prevalencia por periodos.
b) Incidencia por tipo de servicio hospitalario.
c) Incidencia por servicios hospitalarios.
P1=Periodo 1; P2= Periodo 2. 
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Tabla 16. Distribución de casos de colonización con EPC y E-BLEE durante el estudio R-GNOSIS por servicios y periodos. 
Servicios Periodo1 Estrategia de intervención2 
Total de 
pacientes 
EPC E-BLEE 
Aislados Pacientes % ±IC 95% Aislados Pacientes % 
±IC 
95% 
TOTAL 
 
 
8209 198 162 2,0% 0,30 730 687 8,4% 0,60 
SM P1 PE 2331 67 52 2,2% 0,60 222 209 9,0% 1,16 
SQ P1 AC+PE 2006 31 27 1,3% 0,50 165 159 7,9% 1,18 
TOTAL P1 
 
4337 98 79 1,8% 0,40 387 368 8,5% 0,83 
SM P2 AC+PE 2006 49 42 2,1% 0,63 197 184 9,2% 1,26 
SQ P2 PE 1866 51 41 2,2% 0,67 146 135 7,2% 1,18 
TOTAL P2 
 
3872 100 83 2,1% 0,46 343 319 8,2% 0,87 
Gastroenterología 
P1 EP 1165 30 26 2,2% 0,85 125 117 10,0% 1,73 
P2 EP+AC 999 18 15 1,5% 0,75 111 102 10,2% 1,88 
Total 
 
2164 48 41 1,9% 0,57 236 219 10,1% 1,27 
Neumología 
P1 EP 1166 37 26 2,2% 0,85 97 92 7,9% 1,55 
P2 EP+AC 1007 31 27 2,7% 1,0 86 82 8,1% 1,69 
Total 
 
2173 68 53 2,4% 0,65 183 174 8,0% 1,14 
SM TOTAL 
 
4337 116 94 2,2% 0,43 419 393 9,1% 0,85 
Neurocirugía 
P1 EP+AC 456 14 12 2,6% 1,47 40 39 8,6% 2,57 
P2 EP 456 28 22 4,8% 1,97 39 37 8,1% 2,51 
Total 
 
912 42 34 3,7% 1,23 79 76 8,3% 1,79 
Urología 
P1 EP+AC 1550 17 15 1,0% 0,49 125 120 7,7% 1,33 
P2 EP 1410 23 19 1,3% 0,60 107 98 7,0% 1,33 
Total 
 
2960 40 34 1,1% 0,38 232 218 7,4% 0,94 
SQ TOTAL 
 
3872 82 68 1,8% 0,41 311 294 7,6% 0,83 
1Periodo= P1 (marzo 2014-marzo 2015) y P2 (abril 2015-marzo 2016). 
2Estrategia de intervención sólo para portadores de BLEE. 
IC(95%)= Intervalos de confianza del 95%; SM= Servicios médicos; SQ= Servicios quirúrgicos; PE= Precauciones estándar; AC= Aislamiento de contacto. 
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Si analizamos la prevalencia de portadores de EPC y E-BLEE de cada uno de los 
servicios a lo largo del tiempo (Figura 23c y Tabla 16), observamos de nuevo que, en 
general, en todos los servicios, excepto Gastroenterología, la incidencia de portadores 
de EPC aumentó en el segundo periodo [Gastroenterología (P1=2,2%; P2=1,5%), 
Neumología (P1=2,2%; P2=2,7%), Neurocirugía (P1=2,6%; P2=4,8%), y Urología 
(P1=1%; P2=1,3%)]. Hay que resaltar que, a pesar de la implementación de la estrategia 
de aislamiento de contacto durante el segundo periodo en los servicios médicos, el 
porcentaje de portadores de E-BLEE aumentó ligeramente en dichas unidades durante la 
última parte del estudio [Gastroenterología (P1=10%; P2=10,2%), Neumología 
(P1=7,9%; P2=8,1%)] y disminuyó en las quirúrgicas [Neurocirugía (P1=8,6%; 
P2=8,1%), Urología (P1=7,7%; P2=7%)]. 
1.3. Diversidad y distribución de especies bacterianas 
Durante el estudio R-GNOSIS se recogieron en nuestro hospital 198 EPC y 730            
E-BLEE (no duplicadas por pacientes). La información sobre la aparición y distribución 
de aislados EPC y E-BLEE entre los distintos servicios participantes se muestra 
organizada por semestres y periodos en las Tablas 17 y 18, respectivamente.  
Durante todo el estudio y en todos los servicios, la especie productora de 
carbapenemasa más frecuente fue K. pneumoniae (53,5%; 106/198), seguido de E. coli 
(19,2%; 38/198) y E. cloacae complex (11,1%; 22/198). Ocasionalmente y 
mayoritariamente durante la primera parte del estudio se detectaron también otras 
especies de EPC: Citrobacter freundii (4,5%; 9/198), K. oxytoca (4%; 8/198), Klebsiella 
aerogenes (3%; 6/198), Kluyvera spp. (3%; 6/198), Citrobacter koseri (0,5%; 1/198), 
Raoultella ornithinolytica (0,5%; 1/198) y Raoultella planticola (0,5%; 1/198).  
Por otro lado, el microorganismo productor de BLEE más frecuente en los 
cuatro servicios durante todo el estudio fue E. coli (78,5%; 573/730), seguido de           
K. pneumoniae (17%; 124/730). Se detectaron también esporádicamente otras especies 
portadoras de BLEE distribuidas a lo largo del tiempo en las diferentes unidades:         
12 E. cloacae complex, 11 C. freundii, 4 K. oxytoca, 3 Enterobacter kobei, 2 C. koseri y 
1 K. aerogenes.  
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Tabla 17. Distribución y diversidad (SDI) semestral y por periodos de especies 
bacterianas portadoras de carbapenemasa (EPC) durante el estudio R-GNOSIS.  
Se
rv
ic
io
 
Se
m
es
tr
e 
Kp Ec Ecl Kaer Ek Cf Ck Ko Ka Ro Rp TO
TA
L 
SD
I 
Gastroenterología 
S1 4 6 5 - - - 1 - 1 - - 17 0,77 
S2 6 1 3 1 - - - 1 1 - - 13 0,77 
S3 3 4 1 - - 1 - 1 - - - 10 0,8 
S4 5 3 - - - - - - - - - 8 0,53 
Total 18 14 9 1 - 1 1 2 2 - - 48 0,74 
Neumología 
S1 4 2 3 - - 2 - - 1 1 - 13 0,86 
S2 10 5 1 1 - 3 - 3 1 - - 24 0,78 
S3 11 2 2 - - 1 - - - - - 16 0,52 
S4 9 3 1 - - 1 - - - - 1 15 0,63 
Total 34 12 7 1 - 7 - 3 2 1 1 68 0,7 
Neurocirugía 
S1 6 1 - - - - - - - - - 7 0,29 
S2 3 2 1 - - - - 1 - - - 7 0,81 
S3 3 - 1 - - - - - - - - 4 0,5 
S4 22 2 - - - - - - - - - 24 0,16 
Total 34 5 2 - - - - 1 - - - 42 0,34 
Urología 
S1 3 2 - - - - - - 1 - - 6 0,73 
S2 4 - 2 2 - 1 - 2 - - - 11 0,84 
S3 11 3 1 2 - - - - 1 - - 18 0,61 
S4 2 2 1 - - - - - - - - 5 0,8 
Total 20 7 4 4 - 1 - 2 2 - - 40 0,71 
Total S1 17 11 8 - - 2 1 - 3 1 - 43 0,73 
Total S2 23 8 7 4 - 4 - 7 2 - - 55 0,77 
Total S3 28 9 5 2 - 2 - 1 1 - - 48 0,62 
Total S4 38 10 2 - - 1 - - - - 1 52 0,43 
Gastroenterología P1 10 7 8 1 - - 1 1 2 - - 30 0,77 
P2 8 7 1 - - 1 - 1 - - - 18 0,68 
Neumología P1 14 7 4 1 - 5 - 3 2 1 - 37 0,77 
P2 20 5 3 - - 2 - - - - 1 31 0,56 
SM P1 24 14 12 2 - 5 1 4 4 1 - 67 0,79 
P2 28 12 4 - - 3 - 1 - - 1 49 0,61 
Neurocirugía P1 9 3 1 - - - - 1 - - - 14 0,57 
P2 25 2 1 - - - - - - - - 28 0,2 
Urología P1 7 2 2 2 - 1 - 2 1 - - 17 0,76 
P2 13 5 2 2 - - - - 1 - - 23 0,64 
SQ P1 16 5 3 2 - 1 - 3 1 - - 31 0,71 
P2 38 7 3 2 - - - - 1 - - 51 0,43 
Total P1 40 19 15 4 - 6 1 7 5 1 - 98 0,77 
Total P2 66 19 7 2 - 3 - 1 1 - 1 100 0,54 
TOTAL 106 38 22 6 - 9 1 8 6 1 1 198 0,66 
Kp=K. pneumoniae, Ec=E. coli, Ecl=E. cloacae complex, Kaer=K. aerogenes, Ek= E. kobei; Cf=C. freundii,      
Ck=C. koseri, Kox=K. oxytoca, Ka=Kluyvera spp., Ro=R. ornithinolytica, Rp=R. planticola. 
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Tabla 18. Distribución y diversidad (SDI) semestral y por periodos de especies 
bacterianas portadoras de BLEE durante el estudio R-GNOSIS.  
Se
rv
ic
io
 
Se
m
es
tr
e 
Kp Ec Ecl Kaer Ek Cf Ck Ko Ka Ro Rp TO
TA
L 
SD
I 
Gastroenterología 
S1 8 44 - - - 1 - 1 - - - 54 0,32 
S2 17 54 - - - - - - - - - 71 0,37 
S3 18 37 2 - 1 - - - - - - 58 0,46 
S4 12 41 - - - - - - - - - 53 0,36 
Total 55 176 2 - 1 1 - 1 - - - 236 0,39 
Neumología 
S1 3 43 4 - - 1 - - - - - 51 0,28 
S2 9 35 - - - 1 - 1 - - - 46 0,39 
S3 6 49 - - 1 2 - - - - - 58 0,28 
S4 5 21 1 - - - - 1 - - - 28 0,42 
Total 23 148 5 - 1 4 - 2 - - - 183 0,33 
Neurocirugía 
S1 4 13 - - - 1 1 - - - - 19 0,51 
S2 6 14 - - - 1 - - - - - 21 0,49 
S3 4 15 - - - 2 - - - - - 21 0,47 
S4 4 12 1 - - - - 1 - - - 18 0,53 
Total 18 54 1 - - 4 1 1 - - - 79 0,44 
Urología 
S1 6 59 - - - 1 - - - - - 66 0,19 
S2 9 49 - 1 - - - - - - - 59 0,29 
S3 10 51 3 - 1 1 1 - - - - 67 0,4 
S4 3 36 1 - - - - - - - - 40 0,19 
Total 28 195 4 1 1 2 1 - - - - 232 0,28 
Total S1 21 159 4 - - 4 1 1 - - - 190 0,29 
Total S2 41 152 - 1 - 2 - 1 - - - 197 0,36 
Total S3 38 152 5 - 3 5 1 - - - - 204 0,41 
Total S4 24 110 3 - - - - 2 - - - 139 0,34 
Gastroenterología P1 25 98 - - - 1 - 1 - - - 125 0,35 
P2 30 78 2 - 1 - - - - - - 111 0,44 
Neumología P1 12 78 4 - - 2 - 1 - - - 97 0,34 
P2 11 70 1 - 1 2 - 1 - - - 86 0,33 
SM P1 37 176 4 - - 3 - 2 - - - 222 0,35 
P2 41 148 3 - 2 2 - 1 - - - 197 0,4 
Neurocirugía P1 10 27 - - - 2 1 - - - - 40 0,47 
P2 8 27 1 - - 2 - 1 - - - 39 0,49 
Urología P1 15 108 - 1 - 1 - - - - - 125 0,24 
P2 13 87 4 - 1 1 1 - - - - 107 0,32 
SQ P1 25 135 - 1 - 3 1 - - - - 165 0,31 
P2 21 114 5 - 1 3 1 1 - - - 146 0,37 
Total P1 62 311 4 1 - 6 1 2 - - - 387 0,33 
Total P2 62 262 8 - 3 5 1 2 - - - 343 0,38 
TOTAL 124 573 12 1 3 11 2 4 - - - 730 0,35 
Kp=K. pneumoniae, Ec=E. coli, Ecl=E. cloacae complex, Kaer=K. aerogenes, Ek=E. kobei; Cf=C. freundii,       
Ck=C. koseri, Kox=K. oxytoca, Ka=Kluyvera spp., Ro=R. ornithinolytica, Rp=R. planticola. 
Para analizar la diversidad de especies, se calculó el índice de dominancia (SDI) de 
las especies productoras de carbapenemasa y BLEE en cada uno de los servicios y tipo 
de servicio durante cada semestre
general, la diversidad de especies portadoras de EPC experimentó una disminución 
notable a lo largo del estudio (SDI
mientras que la diversidad de especies de las E
(SDIS1=0,29; SDIS2=0,36; SDI
la disminución de la diversidad de especies portadoras de carbapenemasa (SDI
SDIP2=0,54) fue casi significativa desde el punto de vista estadístico 
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Figura 25. Abundancia relativa de especies de E-BLEE por semestres (a) y diversidad 
de especies de E-BLEE por semestres (b). 
 
Como se observa en la Figura 24, la disminución de la diversidad de especies 
portadoras de EPC coincidió con un mayor registro de aislados K. pneumoniae y una 
notable disminución en la aparición de especies minoritarias. Si analizamos los SDI de 
las EPC de cada servicio individualmente, la disminución de la diversidad de especies al 
final del estudio tuvo lugar en todas las unidades [Gastroenterología (SDIP1=0,77 vs. 
SDIP2=0,68), Neumología (SDIP1=0,77 vs. SDIP2=0,56), Neurocirugía (SDIP1=0,57 vs. 
SDIP2=0,2), y Urología (SDIP1=0,76 vs. SDIP2=0,64)]. Sin embargo, al analizar cómo 
evoluciona la diversidad de especies de la población de E-BLEE en cada servicio, no se 
observaron tendencias a lo largo del tiempo (Figura 25). En la Figura 26 se representa la 
abundancia relativa semestral de especies de EPC y E-BLEE de cada una de las 
unidades. 
 
 Figura 26. Abundancia relativa de 
servicio por semestres durante el estudio R
 
2. Caracterización molecular de las EPC 
Los 198 aislados recogidos durante el estudio que mostraron un perfil fenotípico de 
resistencia a los antibióticos carbapenémicos
estudiar sus características microbiológicas y los
lo largo del tiempo. 
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2.1. Caracterización de los genes de resistencia 
Todos los genes de carbapenemasa y de BLEE de las 198 EPC fueron caracterizados 
por PCR y secuenciación. El 64,1% (127/198) de los aislados fueron productores de 
OXA-48, el 26,8% (53/198) de VIM-1, el 5,0% (10/198) de NDM-1, y el 3,5% (7/198) 
de KPC-3. Además, se identificó un aislado de C. freundii productor de dos 
carbapenemasas (VIM-1+ KPC-2). 
La distribución de los diferentes tipos de carbapenemasa según la especie 
bacteriana, así como la coprodución de enzimas de BLEE por parte de algunos aislados, 
se muestra en la Tabla 19. En la Figura 27 se representa la distribución a lo largo del 
tiempo de los cuatro tipos de carbapenemasa detectados durante el proyecto R-GNOSIS. 
Podemos observar que las enterobacterias productoras de OXA-48 fueron las más 
prevalentes durante todo el estudio.  
 
 
Figura 27. Distribución de las EPC a lo largo del tiempo de estudio en función del tipo 
de carbapenemasa. 
 
En 25 pacientes (15,4%) se detectó colonización con dos (21/25) o tres (4/25) 
especies diferentes de EPC portadoras del mismo gen de carbapenemasa 
(cocolonización). La mayoría de ellos expresaban OXA-48 (20/25, 80%), aunque 
también se detectó cocolonización con productores de VIM-1 (3/25, 12%), KPC-3 
(1/25, 4%) y NDM-1 (1/25, 4%). El estudio más detallado de estos aislados se abordará 
en los Capítulos 2 y 4. Además, en siete pacientes se registró coexistencia de especies 
diferentes productoras de distintas carbapenemasas: K. pneumoniae-VIM-1 con E. coli-
OXA-48 (2/162); K. pneumoniae-OXA-48 con E. coli-VIM-1 (1/162); K. pneumoniae-
OXA-48 con E. cloacae complex-VIM-1 (1/162) E. coli-VIM-1 con K. pneumoniae y 
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E. coli-KPC-3 (1/162); K. pneumoniae-OXA-48 y  K. pneumoniae-NDM-1 (1/162) y    
K. pneumoniae-VIM-1 y K. pneumoniae-NDM-1 (1/162). 
 
 
Más de la mitad de los aislados de EPC (55,5%; 110/198) eran también 
coproductores de BLEE, y el 80% de ellas fueron portadoras de genes blaCTX-M (88/110) 
(88,6% CTX-M-15, 1,1% CTX-M-14, 1,1% CTX-M-1, 2,3% CTX-M-9). Los aislados 
de K. pneumoniae productores de OXA-48+CTX-M-15 fueron los más prevalentes 
durante el estudio (29,3%; 58/198), aunque también se detectaron otras especies 
productoras de CTX-M-15 (Tabla 19). De manera esporádica, entre los portadores de 
Tabla 19. Distribución de genes blacarbapenemasa y blaBLEE según la especie bacteriana. 
Carbapenemasa Kp Ec Ecl Kaer Cf Ck Kox Ka Ro Rp Total (n=106) (n=38) (n=22) (n=6) (n=10) (n=1) (n=8) (n=6) (n=1) (n=1) (n=198) 
Productores de OXA-48 
(n=127) 72 32 5 5 2 1 2 6 1 1 127 
blaOXA-48 10 25 3 5 2 1 1 - 1 - 48 
blaOXA-48+blaCTX-M-15 58 3 1 - - - 1 - - 1 64 
blaOXA-48+blaCTX-M-14 - 1 - - - - - - - - 1 
blaOXA-48+blaCTX-M-1 - 1 - - - - - - - - 1 
blaOXA-48+blaCTX-M-9 - 1 1 - - - - - - - 2 
blaOXA-48+blaCTX-M-213 - - - - - - - 6 - - 6 
blaOXA-48+blaSHV-12 1 1 - - - - - - - - 2 
blaOXA-48+blaSHV-28 3 - - - - - - - - - 3 
Productores de VIM-1 
(n=53) 22 5 15 1 6 - 4 - -  - 53 
blaVIM-1 4 5 15 1 5 - 3 - - - 33 
blaVIM-1+blaCTX-M-15 - - - - 1 - 1 - - - 2 
blaVIM-1+blaSHV-12 16 - - - - - - - - - 16 
blaVIM-1+blaCTX-M-15+blaSHV-12 1 - - - - - - - - - 1 
blaVIM-1+blaSHV-28 1 - - - - - - - - - 1 
Productores de NDM-1 
(n=10) 10  - -  -  -  -  -  -  -  -  10 
blaNDM-1+blaCTX-M-15+blaDHA-1 10 - - - - - - - - - 10 
Productores de KPC-3  
(n=7) 2 1 2 -  -  -  2 - -  -  7 
blaKPC-3 2 1 2 - - - 1 - - - 6 
blaKPC-3+blaCTX-M-15 - - - - - - 1 - - - 1 
Productores de múltiples CP 
(n=1) - - - -  1 -  -  -  - -  1 
blaVIM-1+blaKPC-2 - - - -  1 - - - -  - 1 
Kp=K. pneumoniae, Ec=E. coli, Ecl=E. cloacae complex, Kaer=K. aerogenes,Cf=C. freundii, Ck=C. koseri,  Kox=K. oxytoca, 
Ka= Kluyvera spp., Ro=R. ornithinolytica, Rp=R. planticola. 
OXA-48 se detectó también co
Además, en todos los aislados de 
CTX-M, caracterizada y numerada en este trabajo como CTX
3). En los aislados de K. pneumoniae
de CTX-M-15 y DHA-1, una β
(Capítulo 4). Por otro lado, en 23 aislados (20,9%; 23/110) se detectaron genes 
identificádose las variantes 
mayoritariamente a K. pneumoniae
(Tabla 19).  
En la Figura 28 se recoge el número de aislados de cada especie productores de 
OXA-48 y VIM-1 recogidos durante cada periodo y en la 
diversidad de especies por periodos en cada servicio.  
 
Figura 28. Distribución de especies productoras de OXA
periodos. 
 
Tabla 20. Índice de diversidad de especies de las poblaciones productoras de      
OXA-48 y VIM-1 distribuido por servicios y periodos de estudio.
 
Gastroenterología
 
P1 P2 
OXA-48 0,73 0,6 
VIM-1 0,64 1 
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producción de CTX-M-1, CTX-M-14 y CTX
Kluyvera spp. se identificó una nueva variante de
-M-213 (6,8%) (Capítulo 
 productores de NDM-1 se detec
-lactamasa AmpC plasmídica con actividad cefamicinasa 
SHV-28 (17,4%) y SHV-12 (82,6%), asociados 
 productora de OXA-48 y VIM-1, respectivamente 
Tabla 20
 
-48 y VIM-1 durante ambos 
 
 Neumología Neurocirugía Urología 
P1 P2 P1 P2 P1 P1 
0,68 0,44 0,67 0,15 0,86 0,64 
0,75 0,67 0,33 0,7 0,75 0,6 
Resultados 
 
-M-9. 
 
tó coproducción 
blaSHV, 
 los índices de 
Total 
P1 P2 
0,70 0,54 
0,70 0,62 
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En general, en todos los servicios y durante todo el estudio, el porcentaje de 
aislados productores de OXA-48 fue considerablemente superior al de otras EPC.        
K. pneumoniae-OXA-48 (56,7%; 72/127) fue el microorganismo más prevalente, 
seguido de E. coli-OXA-48 (25,2%; 32/127). Entre los aislados productores de      
OXA-48, se detectaron también en menor proporción aislados pertenecientes a las 
especies E. cloacae complex (3,9%; 5/127), K. aerogenes (3,9%; 5/127), C. freundii 
(1,6%; 2/127), K. oxytoca (1,6%; 2/127) y otras poco frecuentes como Kluyvera spp. 
(4,7%; 6/127), C. koseri (0,8%; 1/127), R. ornithinolytica (0,8%; 1/127) y R. planticola 
(0,8%; 1/127). Cabe destacar que durante este estudio se hizo la primera descripción de 
Kluyvera spp. productora de OXA-48 (Capítulo 3).  
A pesar de la presencia de todas estas especies minoritarias, la población 
productora de OXA-48 presentó un índice de diversidad de especies relativamente bajo 
(SDIOXA-48=0,61). Comparando ambos periodos observamos que el número de aislados 
productores de OXA-48 aumentó ligeramente en la segunda parte del estudio [periodo 
1=61/99 (61,6%) vs. periodo 2=66/99 (66,6%)] y que la diversidad de especies 
disminuyó significativamente (SDIOXA-48-P1=0,70 vs. SDIOXA-48-P2=0,52; p<0,05). La 
prevalencia de K. pneumoniae-OXA-48 fue la que más se incrementó en el segundo 
periodo [periodo 1=29/61 (47,5%) vs. periodo 2=43/66 (65,1%); p<0,05], seguido de la 
de E. coli-OXA-48 [periodo 1=14/61 (22,9%) vs. periodo 2=18/66 (27,3%)]. 
La segunda carbapenemasa más prevalente del estudio fue la enzima VIM-1 y de 
nuevo K. pneumoniae fue la especie portadora predominante (41,5%; 22/53). El gen 
blaVIM-1 fue detectado también en otras especies: E. cloacae complex (28,3%; 15/53),    
C. freundii (11,3%; 6/53), E. coli (9,4%; 5/53), K. oxytoca (7,5%; 4/53) y K. aerogenes 
(1,9%; 1/53). La diversidad de especies productoras de VIM-1 fue superior al de las 
EPC-OXA-48 (SDIVIM-1= 0,70), aunque no hubo cambios significativos a lo largo del 
tiempo (SDIVIM-1-P1=0,70 vs. SDIVIM-1-P2=0,62). El número de aislados de productores de 
VIM-1 disminuyó significativamente durante el segundo periodo [periodo 1=33/99 
(33,3%) vs. periodo 2=20/99 (20,2%); p<0,05], aunque la prevalencia de K. pneumoniae 
respecto al resto de especies productoras de VIM-1 se elevó significativamente al final 
del estudio [periodo 1=10/33 (30,3%) vs. periodo 2=12/20 (60%); p<0,05]. 
Por otro lado, en el segundo periodo se describió por primera vez en nuestro 
hospital un brote por enterobacterias productoras de NDM-1. Esta metalo-β-lactamasa 
Resultados 
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fue identificada únicamente en aislados de K. pneumoniae procedentes de 9 pacientes 
ingresados en el servicio de Neurocirugía (Capítulo 4). Por ultimo, la enzima KPC-3 se 
detectó esporádicamente en diversas especies a lo largo del estudio (Tabla 19), siendo la 
mayor parte de ellos detectados en el primer periodo [periodo 1=5/99 (5%) vs. periodo 
2=2/99 (2%)].  
La Figura 29 representa la distribución semestral de las distintas enzimas de 
carbapenemasa en función de la localización hospitalaria y la especie bacteriana 
productora.  
Figura 29. Distribución de los genes blacarbapenemasa  entre las especies bacterianas de los 
distintos servicios hospitalarios y semestres de estudio. 
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2.2. Sensibilidad a antibióticos  
Los perfiles de resistencia de todas las EPC recogidas durante el estudio se muestran en 
la Tabla 21y están representados en la Figura 30.  
En general, los aislados productores de NDM-1, VIM-1 y KPC-3 presentaron altas 
tasas de resistencia a las cefalosporinas de espectro extendido y a las combinaciones con 
inhibidores de β-lactamasas. Sin embargo, los aislados portadores de OXA-48 sólo 
mostraron resistencia a las cefalosporinas de tercera y cuarta generación cuando eran 
coproductores de BLEE.   
 
La enzima NDM-1 fue la que mayor resistencia confirió a los antibióticos 
carbapenémicos (100% a imipenem, 100% a meropenem y 100% a ertapenem), seguida 
Tabla 21. Perfiles de resistencia de los aislados de EPC a los distintos antimicrobianos. 
Antibióticos 
OXA-48 
 (n=127) 
VIM-1 
 (n=53) 
NDM-1  
(n=10) 
KPC-3/-2 
 (n=8) 
Total  
(n=198) 
Nº % Nº % Nº % Nº % Nº % 
AMC 127 100 53 100 10 100 8 100 198 100 
PIP/TZ 127 100 53 100 10 100 8 100 198 100 
CTX 102 80,3 53 100 10 100 8 100 173 87,4 
CAZ 94 74 53 100 10 100 8 100 165 83,3 
FEP 89 70,1 52 98,1 10 100 8 100 159 80,3 
AZT 92 72,4 36 67,9 10 100 8 100 146 73,7 
IMP 38 29,9 34 64,2 10 100 6 75 88 44,4 
MER 71 55,9 33 62,3 10 100 6 75 120 60,6 
ERT 126 99,2 42 79,2 10 100 8 100 186 93,9 
GEN 66 52 22 41,5 10 100 2 25 100 50,5 
TOB 69 54,3 51 96,2 10 100 2 25 132 66,7 
AMK 4 3,1 4 7,5 8 80 2 25 18 9,1 
CIP 95 74,8 29 54,7 10 100 5 62,5 139 70,2 
SXT 89 70,1 33 62,3 2 20 5 62,5 129 65,2 
TIG 8 6,3 8 15,1 2 20 0 0 18 9,1 
FOS 88 69,3 35 66 5 50 4 50 132 66,7 
COL 1 0,8 0 0 0 0 0 0 1 0,5 
AMC=Amoxicilina-ácido clavulánico; PIP/TZ=Piperacilina-tazobactam; CTX=Cefotaxima; 
CAZ=Ceftazidima; FEP=Cefepime; AZT=Aztreonam; IMP=Imipenem; MER=Meropenem; 
ERT=Ertapenem; GEN=Gentamicina; TOB=Tobramicina; AMK=Amikacina; CIP=Ciprofloxacino; 
SXT=Trimetoprim-sulfametoxazol; TIG=Tigeciclina; FOS=Fosfomicina; y COL=Colistina. 
de KPC-3 (75% a imipenem, 75% a meropenem  y 100% a ertapenem) y VIM
a imipenem, 62,3% a meropenem y 79,2% a ertapenem). Los aislados productores de 
OXA-48, mostraron tasas
imipenem, 55,9% a meropenem y 
Los perfiles de sensibilidad al resto de antimicrobianos fueron variables, siendo la 
amikacina (90,9%) y la tigeciclina (90,9%) los antibióticos que mostraron mayores 
valores de sensibilidad. Solamente se detectó un aislado de 
OXA-48 resistente a colistina.
 
Figura 30. Porcentajes 
antimicrobianos. AMC=Amoxicilina
CTX=Cefotaxima; CAZ=Ceftazidima; 
MER=Meropenem; ERT=Ertapenem; GEN=Gentamicina; TOB=Tobramicina; AMK=Amikacin
CIP=Ciprofloxacino; SXT=Trimetoprim
COL=Colistina. 
 
2.3. Estructural poblacional 
Las técnicas de electroforesis en campo pulsado (PFGE) y “
Typing” (MLST) revelaron una elevada diversidad clonal de EPC en nuestro hospital 
durante el estudio R-GNOSIS.  
2.3.1. Klebsiella
En general, 91 de los 106 aislados de 
principales de PFGE (A-
diferentes y en la mayoría de los casos se asociaron con la producción de una 
determinado gen de carbapenemasa
(n=17); NDM-1/ST101/clon C (n=8); OXA
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 de resistencia a carbapenemicos inferiores
99,2% a ertapenem. 
K. pneumoniae
 
de resistencia de las EPC a los distintos grupos de 
-ácido clavulánico; PIP/TZ=Piperacilina
FEP=Cefepime; AZT=Aztreonam; IMP=Imipenem; 
-sulfametoxazol; TIG=Tigeciclina; FOS=Fosfomicina; y 
 
Multilocus Sequence 
 
 pneumoniae 
K. pneumoniae se agruparon en 11 patrones 
K), que se correspondieron con 8 secuencias tipo (STs) 
: OXA-48/ST11/clon A (n=43); VIM
-48/ST307/clon D (n=6) 
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-1 (64,2% 
: 29,9% a 
 productor de 
-tazobactam; 
a; 
-1/ST54/clon B 
y clon J (n=3); 
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OXA-48/ST15/clon E (n=4), clon I (n=2), y clon K (n=1); VIM-1/ST15/clon I (n=1); 
OXA-48/ST392/clon F (n=2); OXA-48/ST405/clon G (n=2); y NDM-1/ST437/clon H 
(n=2). Entre los aislados restantes de K. pneumoniae se identificaron perfiles de PFGE y 
STs no relacionados: clones L-T con OXA-48 (n=9), clones U-X con VIM-1 (n=4), y 
clones Y-Z con KPC-3 (n=2). Todos los aislados pertenecientes a los clones 
A/ST11/OXA-48 y B/ST54/VIM-1 fueron también coproductores de CTX-M-15 y 
SHV-12, respectivamente.  
El análisis de los patrones de macrorrestrición con el programa Bionumerics agrupó 
los aislados deK. pneumoniae según los STs y los semestres, pero no acorde al tipo de 
carbapenemasa o a la ubicación del paciente (Figura 31). 
En K. pneumoniae, el clon A/ST11/OXA-48 fue el más prevalente durante todo el 
estudio (40,6%; 43/106). En la Figura 32a vemos que el número de aislados tipificados 
como ST11 fue relativamente constante a lo largo del tiempo. Sin embargo, si 
comparamos la incidencia del clon A/ST11/OXA-48 entre el primer periodo (55%; 
22/40) y el segundo (35%; 21/66) respecto al resto de clones de              K. pneumoniae 
observamos diferencias significativas (p<0,01). Estos datos son resultado de la 
emergencia de nuevos clones, mayoritariamente productores de OXA-48 y con un único 
o escasos representantes, que tuvo lugar durante el segundo periodo.  
El clon B/ST54/VIM-1 fue el segundo clon de K. pneumoniae más frecuente del 
estudio (16%; 17/106), especialmente en los servicios quirúrgicos (14/17). Como se 
observa en la Figura 32b, fue detectado de manera intermitente a lo largo del tiempo, 
pero en general, su prevalencia respecto al total de aislados de K. pneumoniae 
disminuyó si comparamos el primer periodo (22,5%; 9/40) y el segundo (12,1%; 8/66).  
El tercer clon más frecuente de K. pneumoniae fue el clon C/ST101, productor 
de NDM-1+CTX-M-15+DHA-1 (7,5%, 8/106) y se detectó únicamente en el servicio de 
Neurocirugía durante el cuarto semestre de estudio. Este clon C/ST101/NDM-1 junto 
con el predominante clon A/ST11 productor de OXA-48, fueron responsables de la 
elevada prevalencia de EPC de esta unidad durante el segundo periodo (4,8%).   
 
Figura 31. Dendrograma de los
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 aislados de K. pneumoniae productores de carbapenemasa
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.  
  
Figura 32. Distribución por meses de los clones de
y B/ST54/VIM-1 (b) respecto al total de aislados de 
carbapenemasas.  
 
2.3.2. Escherichia
Los aislados identificados como 
diferentes que se correspondieron con
aislados se agruparon dentro del Complejo C
D (n=9), OXA-48/ST607/clon E (n=1), VIM
variantes de ST10 (VIM-1/clon G y OXA
se identificaron otros dos clones con más de un representante: OXA
(n=3) y OXA-48/ST354/clon 
productores de OXA-48, exhibieron perfiles de PFGE no r
ellos se les asignó una ST conocida (clones K
nuevos (clones S-α) y 3 aislados n
general, entre la población de 
BLEE (18,4%, 7/38) y fue en todos los casos asociado con la producción de OXA
El análisis con el programa 
restricción entre los aislados de 
hospitalaria y del tipo de carbapenemasa producida. Hay que destacar, que algunos 
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 K. pneumoniae A/ST11/OXA
K. pneumoniae
 coli 
E. coli se agruparon en 30 patrones de restricción
 26 STs distintas (Figura 34
lonal 10 (CC10): OXA-48
-1/ST43/clon F (n=1) y dos nuevas 
-48/clon H). Entre los productores de OXA
-
J (n=2). Los aislados de E. coli restantes, en su mayoría 
elacionados entre sí. A 9 de 
-R), aunque también se detectaron 9 ST 
o tipificables mediante MLST (
E. coli no se detectó una alta tasa de co
Bionumerics mostró una alta diversidad de perfiles de 
E. coli, independientemente de la 
 
-48 (a) 
 productores de 
 
). Trece de los 
/ST10/clonesA-
-48 
48/ST453/clon I 
clones β-δ). En 
producción de 
-48.  
localización 
aislados pertenecientes al ST10 mostraron perfiles de PFGE no relacionados (clones A
D) y no se agruparon juntos en el dendrograma 
Como se representa en la 
13/38) fueron detectados principalmente entre mayo de 2015 y febrero de 2016, de 
manera que se observaron diferencias significativas en su incidencia entre el primer 
periodo (15,8%; 3/19) y el 
la mayoría de estos aislados fueron productores de OXA
amplificaron blaVIM-1. El clon A/ST10/OXA
más frecuente de la población total de 
entre agosto y noviembre de 2015 (p<0,05) en el servicio de 
Figura 33. Distribución por meses de los aislados de 
clonal 10 (CC10).  
 
2.3.3. Otras especies de 
Mediante el análisis de PFGE se observaron patrones de restricción no relacionados 
entre todos los aislados productores de carbapenemasa de las especies 
(6 clones) y K. oxytoca (8 clones
Como se observa en la
E. cloacae complex se detectó una elevada diversidad
identificaron 2 clones principales, mayoritariamente productores de VIM
(n=6) y clon B (n=3). Los demás aislados mostraron patrones de restricción diferentes 
(C-U), aunque en algunos casos bastante relacionados. 
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(Figura 34). 
Figura 33, los clones agrupados dentro del CC10 (34,2%; 
segundo (47,4%; 10/19) (p<0,05). Cabe destacar que aunque 
-48 (11/13), dos de ellos 
-48, agrupado dentro de este CC10, fue el 
E. coli (15,8%, 6/38) y fue detectado únicamente 
Gastroenterología (4/6).
E. coli pertenecientes al complejo 
EPC 
) (Figuras 35 y 36).  
 Figura 37, entre los 22 aislados pertenecientes al grupo 
 clonal (16 clones). Se 
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-
 
 
K. aerogenes      
      
-1: clon A 
Figura 34. Dendrograma de los aislados E. coli productores de carbapenemasa
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Figura 35. Dendrograma de los aislados K. aerogenes
 
 
 
Figura 36. Dendrograma de los aislados K. oxytoca
 
 productores de carbapenemasa 
 productores de carbapenemasa. 
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 Figura 37. Dendrograma de los aislados E. cloacae
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 complex productores de carbapenemasa. 
 
Figura 38. Dendrograma de los aislados Citrobacter
 
Figura 39. Dendrograma de los aislados de Raoultella 
Figura 40. Dendrograma de los aislados de Kluyvera 
 
 spp. productores de carbapenemasa. (*C. koseri) 
spp. productores de carbapenemasa.  
spp. productores de carbapenemasa. 
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Por otra parte, entre los 10 aislados identificados como C. freundii se detectaron 5 
patrones de PFGE: clon A (n=4), clon B (n=2) y clones C, D y E (n=1). Como se 
observa en la Figura 38, todos los representantes del clon A fueron productores de   
VIM-1 e incluso uno de ellos fue coproductor de un segundo tipo de carbapenemasa 
(KPC-2). El perfil de restricción del aislado C. koseri se incluyó también en la        
Figura 38.  
En la Figura 39 podemos observar los perfiles de restricción y datos 
epidemiológicos recogidos de los dos aislados pertenecientes al género Raoultella.  
Finalmente, como se observa en la Figura 40, todos los aislados de Kluyvera spp. 
mostraron un perfil de PFGE casi idéntico (índice de similitud >0,95). 
2.4. Análisis de diversidad clonal  
La diversidad de clones (patrones de PFGE) de las especies productoras de 
carbapenemasa fue analizada basándonos de nuevo en el índice de diversidad de 
Simpson (SDI). El índice de dominancia de clones no se aplicó a las especies de EPC 
con un único aislado (C. koseri, R. ornithinolytica y R. planticola). 
Durante el estudio R-GNOSIS, las especies K. aerogenes (SDIK. aerogenes=1) y         
K. oxytoca (SDIK. oxytoca=1) mostraron valores máximos de diversidad clonal, ya que no 
se detectó entre su población ningún clon con más de un representante. E. coli        
(SDIE. coli=0,97) y E. cloacae complex (SDIE. cloacae complex=0,92) presentaron una alta 
variabilidad clonal, alcanzando valores de SDI muy cercanos a la unidad. Por otro lado, 
entre las especies de K. pneumoniae y C. freundii se detectaron varios patrones de 
PFGE con un número variable de representantes, lo cual se tradujo en valores de 
diversidad clonal inferiores a los anteriores (SDIK. pneumoniae=0,80; SDIC. freundii=0,80). 
Finalmente, la única especie que mostró el valor mínimo de diversidad fue Kluyvera 
spp. (SDIKluyvera spp. =0), ya que todos sus aislados se consideraron clonales.   
K. pneumoniae y E. coli fueron las especies de mayor relevancia epidemiológica 
del estudio, por lo que se analizaron los cambios en la diversidad clonal de ambas 
poblaciones a lo largo del tiempo. El resto de especies portadoras de carbapenemasas no 
se incluyeron en este análisis debido a su bajo número de representantes. En la Figura 
41 se representan los SDI de K. pneumoniae y E. coli durante los cuatro semestres del 
estudio [(SDIKp-S1=0,49; SDI
SDIEc-S2=1; SDIEc-S3=0,92; SDI
Los índices de diversidad clonal de ambas especies en cada uno de los servicios 
durante los dos periodos se recogen en la 
clones de K. pneumoniae
aumentó significativamente en la última parte del estudio (SDI
SDIKp-P2=0,86) (p<0,05). Por el contrario, la diversidad clonal de 
ligeramente entre ambos periodos (SDI
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 41. Índices de diversidad
durante los cuatro semestres
 
 
Tabla 22. Índices de diversidad clonal de las especies 
distribuido por servicios y periodos de estudio.
 
Gastroenterología 
 
P1 P2 
Kp 0,64 0,86 
Ec 1 0,7 
 
 
Como se ha indicado en apartados anteriores, durante todo el estudio el clon 
A/ST11/OXA-48 fue el mayoritario en la población de 
emergencia significativa de nuevos clones 
representantes, disminuyó la clonalidad de esta especie durante el último periodo del 
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Kp-S2=0,76; SDIKp-S3=0,91; SDIKp-S4=0,8), (SDI
Ec-S4=0,91)].  
Tabla 22. Si comparamos la distribución de 
 durante ambos periodos, observamos que la diversidad 
E. coli 
Ec-P1= 0,99; SDIEc-P2=0,90).  
 clonal de la población de K. pneumoniae
 de estudio. 
K.pneumoniae
 
Neumología Neurocirugía Urología 
P1 P2 P1 P2 P1 P1 
0,50 0,89 0,64 0,72 0,57 0,94 
1 0,9 1 1 1 1 
K. pneumoniae, sin embargo, la 
productores de OXA-48 con bajo número de 
Resultados 
 
Ec-S1=0,98; 
Kp-P1=0,66;               
disminuyó 
 y E. coli 
 y E.coli 
Total 
P1 P2 
0,66 0,86 
0,99 0,9 
estudio (7 clones en el primer periodo y 13 en el segundo). También se detectó un 
aumento de la diversidad clonal entre los aislados productores de VIM
ambos periodos (2 clones en el primer periodo y 5 en el segundo).
 
 
Figura 42. Distribución por servicios y periodos de los clones epidémicos 
K. pneumoniae-A/ST11 (a) y 
las poblaciones K. pneumoniae
de estudio. 
 
Si analizamos los cambios a lo largo del tiempo de la diversidad clonal en cada 
servicio, observamos un incremento de los SDI en todos ellos duran
estudio (Figura 42c). En el servicio de Neurocirugía, este incremento no fue tan 
evidente, debido probablemente a la emergencia de los clones productores de NDM
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E. coli-A/ST10 (b) e índices de diversidad clonal (SDI) de 
 y E. coli en los cuatro servicios durante ambos periodos 
te la última parte del 
-1 comparando 
                    
-1 
Resultados 
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(clon C-ST101 y clon H-ST437). La aparición de estos dos clones contribuyó a 
aumentar la diversidad total de K. pneumoniae al final del estudio, pero tuvo el efecto 
contrario en la propia unidad, donde la diversidad no se incrementó tanto como en los 
servicios en los que predominaron OXA-48 y VIM-1.  
Por otro lado, de acuerdo con los patrones de PFGE, la población de E. coli mostró 
una elevada diversidad clonal que tendió a reducirse en el segundo periodo (18 clones 
en el periodo 1 y 14 clones en el periodo 2). Como vemos en la Figura 42, la 
disminución de los SDI sólo tuvo lugar en las unidades médicas, donde resaltó la 
emergencia de los clones A/ST10/OXA-48 (Gastroenterología) y J/ST354/OXA-48 
(Neumología), llegando incluso a mostrar índices de diversidad inferiores que                
K. pneumoniae. En la Figura 42 se observa la distribución de los clones principales        
K. pneumoniae-A/ST11 y E. coli-A/ST10 respecto al resto de aislados de ambas 
especies. 
2.5. Clones epidémicos productores de OXA-48 
Como hemos visto anteriormente, la carbapenemasa predominante durante todo el 
estudio fue OXA-48. El 67,9% (72/106) de los aislados de K. pneumoniae y el 84,2% 
(32/38) de los aislados de E. coli fueron productores de esta enzima. Si comparamos el 
índice de diversidad del conjunto de aislados de K. pneumoniae-OXA-48                   
(SDIKp-OXA-48=0,64) respecto al de la población total (SDIKp=0,80) observamos que la 
población productora de OXA-48 resultó tener una mayor clonalidad. Este efecto no fue 
tan marcado en la especie E. coli, donde los aislados productores de OXA-48 mostraron 
prácticamente el mismo SDI que la población total (SDIEc-OXA-48=0,96 vs. SDIEc=0,97). 
En la Figura 43, se representan por semestres los índices de diversidad de la 
población productora de OXA-48 de ambas especies [(SDIKp-OXA-48-S1=0,15;           
SDIKp-OXA-48-S2=0,62; SDIKp-OXA-48-S3=0,86; SDIKp-OXA-48-S4=0,66), (SDIEc-OXA-48-S1=0,95; 
SDIEc-OXA-48-S2=1; SDIEc-OXA-48-S3=0,92; SDIEc-OXA-48-S4=0,89)].  
Si comparamos la distribución de clones de K. pneumoniae y E. coli productores de 
OXA-48 durante los dos periodos, observamos que tal y como ocurre en la población 
total, al final del estudio la diversidad de K. pneumoniae aumentó                          
(SDIKp-OXA-48-P1= 0,43; SDIKp-OXA-48-P2= 0,72) y la de E. coli disminuyó                  
(SDIEc-OXA-48-P1= 0,99; SDIEc-OXA-48-P2=0,89). En la Tabla 23 se recogen los índices de 
diversidad clonal de las poblaciones 
uno de los servicios durante los dos periodos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43. Índices de diversidad 
E. coli productora de OXA-
 
 
 
Los clones K. pneumoniae
considerados los de mayor relevancia desde el punto de vista epidemiológico, por lo que 
su papel en la diversidad clonal de dichas especies pudo resultar fundamental. A pesar 
de su elevada prevalencia durante todo el estudio, la incidencia del clon 
A/ST11/OXA-48 (59,7%, 43/72) respecto a los clones no
significativamente entre el primer periodo (75,9%; 
(p<0,05). En la Figura 44a se
en cada servicio durante ambos periodos. En las unidades de Gastrología, Neumología y 
Urología, aunque el clon ST11 se mantuvo predominante, durante el segundo periodo su 
prevalencia disminuyó ligeramente y además se produjo 
número de clones no-ST11
del clon ST11/OXA-48 se disparó en la última parte del estudio y no se detectaron 
Tabla 23. Índices de diversidad clonal (SDI) de 
de OXA-48 distribuido por servicios y periodos de estudio.
 
Gastroenterología
 
P1 
Kp-OXA-48 0,53 0,75
Ec-OXA-48 1 0,71
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K. pneumoniae-OXA-48 y E. coli-OXA
 
clonal semestrales de la población K. pneumoniae
48. 
-A/ST11/OXA-48 y E. coli-A/ST10/OXA48 
-ST11/OXA
22/29) y el segundo (48,9%; 21/43) 
 representa la distribución de los clones ST11 y no
la emergencia de un gran 
. Sin embargo, en el servicio de Neurocirugía la incidencia 
K. pneumoniae y E. coli 
 
 Neumología Neurocirugía Urología
P2 P1 P2 P1 P2 P1 P1
 0,42 0,81 0,5 0,17 0 0,93
 1 0,9 1 0 1 1
-48 en cada 
 y   
fueron 
K. pneumoniae 
-48 disminuyó 
-ST11 
productores 
 Total 
 P1 P2 
 0,43 0,72 
 0,99 0,89 
nuevos clones productores de OXA
diversidad clonal observamos que el SDI de los aislados 
aumentó notablemente en el segundo periodo en todas las unidades, excepto en
Neurocirugía, donde se tendió a la clonalidad
 
 
Figura 44. Distribución por servicios y periodos de los clones epidémicos 
K. pneumoniae-A/ST11/OXA
diversidad clonal (SDI) de las poblaciones 
OXA-48 en los cuatro servicios durante ambos periodos de estudio (c). 
 
Por otro lado, entre los aislados 
predominante,  el clon A/ST10, que fue únicamente detectado durante el segundo 
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-48. Si analizamos estos resultados en términos de 
K. pneumoniae
 (Figura 44c).  
-48(a) y E. coli-A/ST10/OXA-48 (b) e índices de 
K. pneumoniae y E. coli 
 
E. coli-OXA-48 se identificó un clon 
Resultados 
 
-OXA-48 
 
 
                    
productoras de 
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periodo (p<0,05) y principalmente en la unidad de Gastroenterología. Por ello, a pesar 
del bajo número de aislados detectados, la diversidad clonal de la población de E. coli-
OXA-48 de este servicio tendió a disminuir a lo largo del tiempo (Figura 44b y 44c). La 
SDI en el servicio de Neumología también se redujo ligeramente en el segundo periodo, 
pero fue debido a la detección del clon J/ST354/OXA-48. La diversidad clonal en el 
servicio de Urología se mantuvo en valores máximos porque todos aislados E. coli-
OXA-48 detectados exhibieron patrones de PFGE diferentes. En la unidad de 
Neurocirugía se registró durante ambos periodos la prevalencia más baja de E. coli-
OXA-48 y los datos fueron insuficientes para comparar la diversidad. 
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Capítulo 2 
Cocolonización por enterobacterias productoras de OXA-48, VIM-1 y 
KPC-3. 
En el presente Capítulo se aborda el estudio de la transferencia in vivo de los genes 
blaOXA-48, blaVIM-1 y blaKPC-3 entre diferentes especies de enterobacterias recogidas a 
partir de un subgrupo de pacientes cocolonizados del estudio R-GNOSIS. 
 

Resultados 
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1. Características de los pacientes cocolonizados 
Con el propósito de caracterizar a este subgrupo de pacientes, se definió el término 
cocolonización como la colonización en un mismo paciente por diferentes especies de 
enterobacterias o por diferentes clones de la misma especie productoras del mismo tipo 
de carbapenemasa.  
De los 162 pacientes del estudio, 25 (15,4%) presentaron cocolonización con dos 
(21/24) o tres (4/25) EPC diferentes. En este capítulo, se estudiaron únicamente los 23 
pacientes (14,2%, 23/162) cocolonizados con enterobacterias productoras de OXA-48 
(20/23), VIM-1 (2/23) y KPC-3 (1/23). El estudio de los pacientes cocolonizados por 
cepas productoras de NDM-1 se recoge en el Capítulo 4. 
Los datos demográficos, los días totales de ingreso (LOS) y los días totales de 
ingreso hasta la detección del primer cultivo positivo para EPC (LOS-1) de los 
pacientes cocolonizados por EPC (23/162) se compararon con los datos de los pacientes 
colonizados por una única especie bacteriana (139/162) (Tabla 24). 
 
 En el subgrupo de pacientes cocolonizados, la mediana de edad fue de 80 años 
(rango 38-98), mientras que en el segundo grupo fue de 74 años (rango 26-95) (p>0,05). 
La mediana de los días totales de ingreso fue superior en los pacientes cocolonizados en 
comparación con los colonizados por una única EPC (28 días vs. 16 días) (p>0,05). Por 
el contrario, la mediana de días desde el ingreso hasta la detección del primer cultivo 
Tabla 24. Datos recogidos sobre los pacientes del estudio R-GNOSIS. 
TOTAL Cocolonizados Colonizados 
Me Rango Me Rango Me Rango 
Edad 74 26-98 80 38-98 74 26-95 
LOS 16 1-215 28 1-161 16 1-215 
LOS-1 10 1-211 3* 1-45 11* 1-211 
LOS-2 - - 14 4-81 - - 
 
N % N % N % 
Hombres 97 59,9% 14 60,9% 83 59,7% 
Muestras 
clínicas 28 17,3% 6 26,1% 22 15,8% 
TOTAL 162 2,0% 23 14,2% 139 85,8% 
Me=Mediana; LOS= Días de ingreso; LOS-1=Días de ingreso hasta la detección del primer cultivo 
positivo; LOS-2= Días de ingreso hasta la detección del segundo cultivo positivo. *p<0,01 
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positivo para EPC fue superior en el grupo de los pacientes colonizados por una sola 
especie de EPC frente a los cocolonizados (11 vs. 3 días) (p<0,01). En un total de 22 
pacientes colonizados (15,8%; 22/139) y 6 pacientes cocolonizados (26,1%; 6/23) se 
recogieron muestras clínicas por EPC posteriores a la colonización (Tabla 24). 
En general, los eventos de cocolonización fueron más frecuentes en los servicios 
médicos (9 pacientes en Neumología y 6 pacientes en Gastroenterología) que en los 
quirúrgicos (6 pacientes en Urología y 2 en Neurocirugía), aunque no se encontraron 
diferencias significativas (Tabla 25). 
2. Eventos y dinámica de cocolonización 
K. pneumoniae y E. coli fueron las especies más frecuentemente identificadas en los 
casos de cocolonización, detectándose cada una de ellas en un total de 20 pacientes 
(87,0%; 20/23). Además, en 19 de los pacientes (82,6%; 19/23) se demostró 
cocolonización por ambas especies (Tabla 25). En los pacientes cocolonizados, el 
porcentaje de colonización por E. coli y K. pneumoniae (87,0%) fue significativamente 
superior al obtenido para cada una de las especies entre los pacientes colonizados por 
una única EPC [(E. coli=17/139, 12,2%) (p<0,01) y (K. pneumoniae= 82/139, 59,0%) 
(p<0,05)] (Figura 45a). Otras especies como C. freundii (3 pacientes), K. oxytoca          
(3 pacientes), Kluyvera spp. (2 pacientes) y R. ornithinolytica (1 paciente) se detectaron 
de forma esporádica (Tabla 25).   
 
Figura 45. a) Incidencia de cocolonización y colonización  por K. pneumoniae y          
E. coli; y b) Incidencia de cocolonización y colonización por EPC-OXA-48 y otras 
EPC. 
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Tabla 25. Datos de los pacientes cocolonizados por EPC durante el estudio R-GNOSIS. 
 
Paciente Edad Sexo Servicio EPC (nº) 
Motivo de 
ingreso 
LOS 
(días) 
Primer cultivo positivo Segundo cultivo positivo 
Muestra clínica Ingreso previo Especie 
bacteriana 
Mecanismo 
de resistencia 
LOS-1 
(días) 
Especie 
bacteriana 
Mecanismo    
de resistencia 
LOS-2 
(días) 
1 81 V P 2 Exacerbación de EPOC 9 Ka + Ro OXA-48 9 NEG - - - NO 
2 98 V U 2 Neumonía, ERC 15 Kp + Ec OXA-48 2 Kp + Ec OXA-48 8 Kp (Orina y BAS) SI 
3 40 M N 2 Espondilodiscitis 35 Kp OXA-48 13 Kp + Ec OXA-48 19 - SI 
4 88 M G 2 Diverticulitis 
aguda 28 Ec OXA-48 3 Kp OXA-48 14 Kp (Orina) SI 
5 80 V P 3 Neumonía 29 Ka OXA-48 1 Kp + Ec OXA-48 15 - SI 
6 65 M P 2 Exacerbación de EPOC 161 Kp OXA-48 15 Kp + Ec OXA-48 26 Kp + Ec (Herida) SI 
7 83 V P 3 Fibrosis pulmonar 81 Kp+Ko OXA-48 17 Kp + Cf OXA-48 81 - SI 
8 38 V P 2 Proteinosis 
alveolar 9 Kp + Ec OXA-48 2 Kp + Ec OXA-48 9 - NO* 
9 78 V P 3 Neoplasia pulmonar 30 Kp + Cf OXA-48 16 Ec + Cf OXA-48 23 - SI 
10 52 M G 2 IP (CPRE) 1 Ec + Ko OXA-48 1 NR - - - SI 
11 85 M G 2 Exacerbación de EPOC 20 Ec OXA-48 1 Kp + Ec OXA-48 11 - SI 
12 86 M P 2 Neumonía 3 Kp + Ec OXA-48 2 NR - - - NO* 
13 94 M U 2 ERC 6 Kp + Ec OXA-48 2 Kp + Ec OXA-48 6 - SI 
14 84 V G 2 ERA 23 Kp + Ec OXA-48 21 NR - - - NO 
15 87 V U 2 Infiltración de tumor vejiga 19 Kp + Ec OXA-48 1 Kp + Ec OXA-48 4 - SI 
16 68 V N 2 Aneurisma 
cerebral 84 Kp OXA-48 45 Kp + Ec OXA-48 53 Kp (Orina) NO 
17 49 V U 2 Colangitis aguda 5 Kp + Ec OXA-48 3 NR - - Kp (Prótesis) SI 
18 87 V U 2 Colangitis aguda 20 Kp + Ec OXA-48 1 Kp + Ec OXA-48 6 - SI 
19 71 M P 2 Neumonía 11 Kp + Ec OXA-48 5 Kp + Ec OXA-48 11 - SI 
20 90 M G 2 Colangitis aguda 9 Kp + Ec OXA-48 9 NR - - - SI 
21 72 V G 2 Septicemia 41 Kp VIM-1 14 Ec VIM-1 20 - SI 
22 64 V U 2 IP (Endoscopia) 79 Cf VIM-1 27 Ko VIM-1 79 Ko (Orina) SI 
23 66 V P 3 Neumonía 14 Ec KPC-3 1 Kp KPC-3 14 - SI 
V=varón; M=mujer; G=Gastroenterología; P=Neumología; N=Neurocirugía; U=Urología; LOS= Días de ingreso; LOS-1=Días de ingreso hasta la detección del primer cultivo positivo; LOS-2= Días de ingreso hasta la detección del 
segundo cultivo positivo; NEG=Ausencia de crecimiento bacteriano; NR=Muestra no registrada;  BAS=Broncoaspirado; IP= Ingreso programado; EPOC=Enfermedad pulmonar obstructiva crónica; ERC=Enfermedad renal crónica; 
ERA= Enfermedad renal aguda; CPRE= Colangiopancreatografía retrógrada endoscópica; Ka=Kluyvera spp.; Ro= R. ornithinolytica;  Kp= K. pneumoniae; Ec= E. coli;  Ko= K. oxytoca; Cf= C. freundii.). 
*Paciente  sin ingreso previo en nuestro hospital pero asociado a cuidados sanitarios en otros centros.   
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Teniendo en cuenta el tipo de carbapenemasa producida, como se muestra en la 
Tabla 25, la mayor parte de los eventos de cocolonización se produjeron por 
enterobacterias productoras de OXA-48 (86,9%; 20/23%) (p<0,05) (Figura 25b),  y más 
en concreto por K. pneumoniae y E. coli (73,9%; 17/23). De manera minoritaria se 
identificó cocolonización por enterobacterias productoras de VIM-1 (2 pacientes) y 
KPC-3 (1 paciente) (Tabla 25).  
K. pneumoniae y E. coli productores de OXA-48 se detectaron de forma simultánea 
en 15 pacientes (65,2%; 15/23). En 4 de los 15 casos, se había registrado una 
colonización por K. pneumoniae-OXA-48 en ingresos previos (pacientes 13, 15, 17 y 
20) y en otros 10 pacientes (66,7%; 10/15) ambas especies se detectaron directamente 
en la primera muestra positiva. En aquellos casos en los que se recogieron cultivos 
sucesivos, se observó que los pacientes con la primera muestra positiva para estas dos 
especies, en el segundo cultivo volvían a ser positivos [K. pneumoniae (83,3%; 10/12) y 
E. coli (77,8%; 7/9)]. Por otro lado, excepto en el caso 9, el resto de especies    
(Kluyvera spp., C. freundii y K. oxytoca), así como las enterobacterias productoras de 
VIM-1 y KPC-3, fueron identificadas de manera aislada en un único cultivo (primer o 
segundo cultivo positivo) (Tabla 25).  
Durante el análisis de la dinámica de cocolonización se detectaron 3 patrones: 1) 
cocolonización en el primer cultivo positivo (patrón A), 2) colonización en el primer 
cultivo positivo y cocolonización en el segundo cultivo positivo (patrón B) y 3) 
colonización por EPC diferentes en el primer y segundo cultivo positivo (patrón C). 
Como se refleja en la Figura 46, en 14 de los 23 pacientes (70%) se detectó 
cocolonización por EPC directamente en el primer cultivo positivo (patrón A) siendo 
todos estos microorganismos productores de OXA-48. Cabe destacar que 10 de estos 
pacientes (71,4%) habían tenido un ingreso previo en nuestro hospital y otros 2 (14,3%) 
habían estado ingresados en otros centros.  En 5 pacientes (21,7%) la cocolonización se 
detectó en el segundo cultivo positivo (patrón B). De nuevo, todos fueron portadores de 
EPC-OXA-48, y además en 3 de ellos la EPC identificada en el primer cultivo fue        
K. pneumoniae. Por último, el patrón C se identificó en las cocolonizaciones por 
enterobacterias productoras de VIM-1 y KPC-3, y en un solo caso de cocolonización 
por EPC-OXA-48.  
 Figura 46. Dinámica de cocolonización durante el estudio R
 
-GNOSIS. La escala numérica indica el día de colonización y cocolonización desde el ingreso. 
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3. Estructura poblacional 
De los 23 pacientes cocolonizados se aislaron un total de 49 aislados de EPC. En este 
grupo de aislados la relación clonal fue analizada mediante las técnicas de PFGE y 
MLST (Tabla 26). Como era de esperar, entre aislamientos de la misma especie 
procedentes de cultivos positivos sucesivos del mismo paciente se observaron perfiles 
de PFGE y secuencias tipo idénticos.   
K. pneumoniae presentó una mayor clonalidad entre sus aislados                      
(SDIK. pneumoniae=0,85) que el resto de especies. Se identificaron un total de 12 patrones 
de restricción y 10 STs distintos. En ocho pacientes se detectó el clon de alto riesgo 
A/ST11/OXA-48 (40%; 8/20), en otros tres el clon ST15/OXA-48 (15%; 3/20) y en 
otros dos el clon ST307/OXA-48 (10%; 2/20). El resto de aislados mostraron patrones 
de PFGE y STs diferentes. Cabe destacar que en todos los pacientes con sucesivas 
muestras donde se detectó colonización con el clon A/ST11-OXA-48 de                        
K. pneumoniae, se demostró la persistencia de dicho clon. Como vemos en la Tabla 26, 
la mayoría de estos clones de K. pneumoniae se asociaron a la coproducción de       
CTX-M-15. 
Entre la población de E. coli, se encontró una mayor diversidad genética          
(SDIE. coli=0,97), ya que se asignaron 18 perfiles de PFGE y 11 STs diferentes. Como 
observamos en la Tabla 26, 4 pacientes presentaron colonización por aislados 
productores de OXA-48 pertenecientes al complejo clonal 10 (20%; 4/20). En dos de 
estos pacientes, se recogió un segundo cultivo y en ellos se detectó de nuevo el 
crecimiento del clon OXA-48-CC10. 
El análisis de los patrones de restricción en el resto de especies reveló un único clon 
de Kluyvera spp. (A), dos clones de C. freundii (B y D) y tres clones de K. oxytoca (F, 
G y H). 
  
Tabla 26. Características principales de las EPC detectadas en pacientes cocolonizados y los plásmidos portadores de carbapenemasa identificados.  
 
Paciente 
Primer cultivo positivo  Segundo cultivo positivo 
Especie 
bacteriana 
Patrón 
PFGE/ST 
Genes 
CP 
Genes 
BLEE TC/TM 
Plásmidos 
Especie 
bacteriana 
Patrón 
PFGE/ST 
Genes 
CP 
Genes 
BLEE TC/TM 
Plásmidos 
Tamaño 
(kb) PBRT
1
 PCR2 Perfil RFLP 
Tamaño 
(kb) PBRT
1
 PCR2 Perfil RFLP 
1 
Ro                                 A                        OXA-48        -             OXA-48                60  IncL + A - - - - - - - - -  
Ka A OXA-48            CTX-M-213 OXA-48                60  IncL + A - - - - - - - - -  
2 
Kp A/ST11 OXA-48 CTX-M-15             OXA-48                60  IncL + A Kp A/ST11 OXA-48 CTX-M-15             OXA-48                60  IncL + A 
Ec β/NT OXA-48 - OXA-48                60  IncL + A Ec β/NT OXA-48 - OXA-48                60  IncL + A 
3 Kp A/ST11 OXA-48 CTX-M-15             OXA-48                60  IncL + A 
Kp A/ST11 OXA-48 CTX-M-15             OXA-48                60  IncL + A 
Ec S/ST nuevo OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A 
4 Ec U/ST nuevo OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A Kp I/ST15 OXA-48 CTX-M-15                  OXA-48 
+CTX-M-15 60  IncL + A 
5 Ka A OXA-48 CTX-M-213 OXA-48 60  IncL + A 
Kp                                A/ST11                OXA-48            - OXA-48 60  IncL + A 
Ec W/ST nuevo OXA-48 CTX-M-9 OXA-48 60  IncL + A 
6 Kp A/ST11 OXA-48 CTX-M-15             OXA-48 60  IncL + A 
Kp                                 A/ST11                          OXA-48 CTX-M-15             OXA-48                60  IncL + A 
Ec Y/ST nuevo OXA-48            - OXA-48 60  IncL + A 
7 
Kp A/ST11 OXA-48 CTX-M-15             OXA-48                60  IncL + A Kp                                 A/ST11                          OXA-48 CTX-M-15             OXA-48                60  IncL + A 
Ko H OXA-48 - OXA-48 60 IncL                 + A Cf D OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A 
8 
Kp                                 N/ST628       OXA-48            CTX-M-15 OXA-48 60 IncL                 + A Kp                                 N/ST628        OXA-48            CTX-M-15 OXA-48 60 IncL                 + A 
Ec H/CC10* OXA-48 - OXA-48 60 IncL                 + A Ec H/CC10* OXA-48 - OXA-48 60 IncL                 + A 
9 
Kp                                U/ST1197                             OXA-48    - OXA-48 60  IncL + A Ec M/ST23 OXA-48 CTX-M-1 OXA-48 60 IncL + A 
Cf B OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A Cf B OXA-48 - OXA-48 60 IncL + A 
10 
Ko                                    G OXA-48            CTX-M-15 OXA-48 60 IncL                 + A - - - - - - - - - 
Ec I/ST453 OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A - - - - - - - - - 
11 Ec T/ST nuevo OXA-48 CTX-M-14             OXA-48 60  IncL + A 
Kp A/ST11 OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60 IncL + A 
Ec T/ST nuevo OXA-48 CTX-M-14 OXA-48 60  IncL + A 
12 
Kp                                 G/ST 405                          OXA-48            CTX-M-15 OXA-48 60  IncL + A - - - - - - - - -  
Ec Ω/NT OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A - - - - - - - - -  
1
 PBRT indica la clasificación de los plásmidos acorde a su grupo de incompatibilidad (Inc). 
2
  PCR indica la amplification de los 3 genes: repA, traU y parA. 
*CC10= Nueva variante de ST10. 
TC= Transconjugante; TM= Transformante. 
 
 Tabla 26. Continuación.   
 
Paciente 
Primer cultivo positivo Segundo cultivo positivo 
Especie 
bacteriana 
Patrón 
PFGE/ST 
Genes 
CP 
Genes 
BLEE TC/TM 
Plásmidos 
Especie 
bacteriana 
Patrón 
PFGE/ST 
Genes 
CP 
Genes 
BLEE TC/TM 
Plásmidos 
Tamaño 
(kb) PBRT
1
 PCR2 Perfil RFLP 
Tamaño 
(kb) PBRT
1
 PCR2 Perfil RFLP 
13 
Kp                                F/ST392                         OXA-48            CTX-M-15 OXA-48+ CTX-M-15 60  IncL + A Kp                                F/ST392                         OXA-48       CTX-M-15 
OXA-48+ 
CTX-M-15 60  IncL + A 
Ec δ/NT OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A Ec δ/NT OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A 
14 
Kp                                 E/ST15         OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A - - - - - - - - - 
Ec A/ST10 OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A - - - - - - - - - 
15 
Kp                                D/ST307              OXA-48          CTX-M-15 OXA-48 60  IncL + A Kp                                D/ST307            OXA-48            CTX-M-15 OXA-48 60  IncL + A 
Ec V/ST nuevo OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A Ec V/ST nuevo OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A 
16 Kp A/ST11 OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60  IncL + A 
Kp                                A/ST11                           OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60  IncL + A 
Ec P/ST6083 OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A 
17 
Kp                                R/ST151     OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A - - - - - - - - -  
Ec A/ST10 OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60  IncL + A - - - - - - - - -  
18 
Kp                                E/ST15 OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A Kp                                E/ST15 OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A 
Ec A/ST10 OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A Ec A/ST10 OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A 
19 
Kp                                J/ST307            OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60  IncL + A Kp                                J/ST307              OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60  IncL + A 
Ec J/ST354 OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A Ec J/ST354 OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A 
20 
Kp                                A/ST11                              OXA-48 CTX-M-15 OXA-48 60  IncL + A - - - - - - - - -  
Ec I/ST453 OXA-48 - OXA-48 60  IncL + A - - - - - - - - -  
21 Kp Y/ST nuevo VIM-1 - VIM-1 60  IncL + A Ec L/ST410 VIM-1 - VIM-1 60  IncL + A 
22 Cf B    VIM-1 CTX-M-15             VIM-1 60  IncL + A Ko F VIM-1 - VIM-1 60  IncL + A 
23 Ec R/ST6440 KPC-3 -  KPC-3 60 IncN - B Kp Ω/ST34            KPC-3                    -   KPC-3                     60 IncN        - B         
1
 PBRT indica la clasificación de los plásmidos acorde a su grupo de incompatibilidad  (Inc). 
2
  PCR indica la amplification de los 3 genes: repA, traU y parA. 
*CC10= Nueva variante de ST10. 
TC= Transconjugante; TM= Transformante. 
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4. Transferabilidad de genes de resistencia y caracterización de plásmidos 
Los genes blaOXA-48, blaVIM-1 y blaKPC-3 se transfirieron con éxito a la cepa receptora         
E. coli J53 Azide® en todos los casos excepto en la especie Kluyvera spp. A partir de 
los dos aislamientos de Kluyvera spp. se obtuvieron por choque térmico transformantes 
E. coli-DHA5α portadores de OXA-48. La digestión con la endonucleasa S1 y los 
experimentos de hibridación revelaron que blaOXA-48, blaVIM-1 y blaKPC-3 residían en 
plásmidos transferibles de aproximadamente 60 kb, tanto en las cepas wildtype como en 
los transconjugantes (TC) y transformantes (TM) obtenidos en el paso anterior       
(Figura 47).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                          ~60 kb 
 
 
 
Figura 47. Digestión con la endonucleasa S1 de los aislados salvajes y sus respectivos 
transconjugantes.  
 
Los transconjugantes y transformantes que contenían los plásmidos con los 
genes blaOXA-48 y blaVIM-1 amplificaron mediante PCR para el grupo de incompatibilidad 
IncL y para los genes repA, parA y traU, relacionando por tanto todos estos plásmidos 
con el plásmido IncL/M-pOXA-48a anteriormente descrito [142]. En los TC 
procedentes de los aislados de K. pneumoniae-OXA-48 de los pacientes 4 y 13 se 
 
detectó también blaCTX-M-15 
transformantes obtenidos a partir de 
plásmido pequeño de ~10 kb. 
enzimas DraI y HpaI mostraron perfiles de restricción comparables entre todos estos 
plásmidos portadores de OXA
plásmidos de ~60 kb portadores del gen 
traU y parA, y siguiendo el esquema PRBT se les asignó el grupo de incompatibilidad 
IncN. Los perfiles de restricción de estos plásmidos portadores de KPC
diferentes de los obtenidos a partir de los plásmidos con OXA
estuvieron relacionados entre sí (
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 48. Digestión con
purificado a partir de los transconjugantes y transformantes
 
En general, como se observa
elevados porcentajes de resistencia a los antibióticos carbapenems (70% ertapenem, 
60% imipenem y 19% meropenem). Al contrario que las cepas salvajes, estos 
TC-OXA-48 mostraron una elevada sensibilidad a las cefa
y al aztreonam. Por otra parte, todos los transconjugantes portadores de pVIM y 
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en el mismo plásmido que el gen blaOXA-48
Kluyvera spp. se detectó un gen 
Los patrones de RFLP obtenidos por digestión con las 
-48 y VIM-1 (perfil A) (Figura 48). Por otro lado, los 
blaKPC-3 no amplificaron para los genes 
-48 y VIM
perfil B). 
 HpaI (izquierda) y DraI (derecha) del ADN plasmídico 
. 
 en la Tabla 27, en los TC-OXA-48 se detectaron 
losporinas de amplio espectro 
.  En uno de los 
blaFOX-8 en un 
repA, 
-3 fueron 
-1, aunque 
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pKPC-3 mostraron resistencia a los carbapenems y a las cefalosporinas de amplio 
espectro. 
 
Tabla 27. Resistencia a antibióticos de las EPC recogidas de pacientes cocolonizados y 
los transconjugantes y transformantes obtenidos a partir de estos aislados. 
Antibióticos 
 
OXA-48 VIM-1 KPC-3 
WT TC/TM  WT TC WT TC 
Nº (%) Nº (%) Nº (%) Nº (%) Nº (%) Nº (%) 
AMC 43 (100) 43 (100) 4 (100) 4 (100) 2 (100) 2 (100) 
PIP/TZ 43 (100) 43 (100) 4 (100) 4 (100) 2 (100) 2 (100) 
CTX 30 (69,8) 6 (13,9) 4 (100) 4 (100) 2 (100) 2 (100) 
CAZ 26 (60,5) 6 (13,9) 4 (100) 4 (100) 2 (100) 2 (100) 
FEP 24 (55,8) 3 (7,0) 4 (100) 2 (50) 2 (100) 2 (100) 
AZT 24 (55,8) 5 (11,6) 1 (25) 1 (25) 2 (100) 2 (100) 
IMP 8 (18,6) 26 (60,5) 1 (25) 4 (100) 2 (100) 2 (100) 
MER 27 (62,8) 8 (18,6) 3 (75) 3 (75) 2 (100) 2 (100) 
ERT 43 (100) 30 (69,8) 2 (50) 3 (75) 2 (100) 2 (100) 
GEN 22 (51,2) 2 (4,6) 2 (50) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
TOB 22 (51,2) 1 (2,3) 4 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
AMK 1 (2,3) 0 (0) 1 (25) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
CIP 30 (69,8) 1 (2,3) 3 (75) 0 (0) 2 (100) 0 (0) 
SXT 29 (67,4) 1 (2,3) 3 (75) 0 (0) 2 (100) 0 (0) 
TIG 2 (4,6) 1 (2,3) 1 (25) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
FOS 31 (72,1) 0 (0) 3 (75) 0 (0) 2 (100) 0 (0) 
COL 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
WT= Wildtype; TC=Transconjugantes; TM=Transformantes. 
AMC=Amoxicilina-ácido clavulánico; PIP/TZ=Piperacilina-tazobactam; CTX=Cefotaxima; 
CAZ=Ceftazidima; FEP=Cefepime; AZT=Aztreonam; IMP=Imipenem; MER=Meropenem; 
ERT=Ertapenem; GEN=Gentamicina; TOB=Tobramicina; AMK=Amikacina; CIP=Ciprofloxacino; 
SXT=Trimetoprim-sulfametoxazol; TIG=Tigeciclina; FOS=Fosfomicina; y COL=Colistina. 
 

 145 
Capítulo 3 
Primera descripción de aislados de Kluyvera spp. productores de   
OXA-48 y CTX-M-213. 
En este capítulo se describe la adquisición de blaOXA-48 por aislados de Kluyvera spp. 
mediante transferencia lateral de un plásmido relacionado con IncL/M-pOXA-48a y su 
posterior diseminación interpaciente a través de un único clon. Además, se describe y 
caracteriza la nueva variante cromosómica CTX-M-213 cuyo gen responsable está 
presente en estos mismos aislados.  
 

Resultados 
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1. Identificación de los aislados bacterianos y datos clínicos 
Entre abril de 2014 y julio de 2015 se detectaron seis pacientes colonizados con            
Kluyvera spp. productora de OXA-48 en tres servicios de nuestro hospital 
(Gastroenterología, Neumología y Urología).  
Los seis aislados fueron inicialmente identificados como Kluyvera ascorbata 
mediante espectrometría de masas (MALDI-TOF MS), aunque con unos grados de 
identidad que confirmó únicamente la identificación a nivel de género (1,7-2) (Tabla 
28). En tres aislados, la identificación como Kluyvera georgiana mostró índices 
inferiores a los obtenidos para K. ascorbata y en otros tres casos no se obtuvieron 
coincidencias (Tabla 28). 
Tabla 28. Grados de identidad en la identificación por MALDI-TOF MS de los 
aislados de Kluyvera spp. recogidos durante el proyecto R-GNOSIS. 
Kluyvera spp. KA1 KA2 KA3 KA4 KA5 KA6 
K. ascorbata 1,73 1,76 1,87 1,82 1,92 1,81 
K. georgiana 1,71 - - - 1,73 1,81 
 
Por otro lado, la identificación basada en la amplificación y secuenciación del gen 
ADNr 16S tampoco permitió discriminar a nivel de especie, ya que se obtuvo un 100% 
de identidad tanto con K. ascorbata como con K. georgiana.  
La mediana de edad de estos pacientes fue 75 años (rango=59-81) y cuatro de ellos 
fueron varones. La mediana de días de ingreso (LOS) fue de 15 días (rango= 9-40 días) 
y de 11,5 días (rango=1-41 días) hasta la detección de la colonización por Kluyvera spp. 
productora de OXA-48 (LOS-Ka). En dos pacientes, los aislados de Kluyvera spp.-
OXA-48 se encontraron colonizando junto con otras especies de enterobaterias 
productoras de OXA-48: R. ornithinolytica (paciente 2) y E. coli y K. pneumoniae 
(paciente 5) (Capítulo 2). Los datos de los pacientes y las características principales de 
los aislados se recogen en la Tabla 29. 
Todos los pacientes, excepto el paciente 5, tuvieron un cultivo de vigilancia 
epidemiológica negativo al ingreso y la colonización por Kluyvera spp.-OXA-48 fue 
detectada en una de las muestras semanales (paciente 3) o al alta (pacientes 1, 2, 4 y 6). 
Excepto el paciente 2, todos habían tenido hospitalizaciones previas en nuestro hospital, 
durante las que se había recogido al menos un cultivo negativo para EPC.  
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Tabla 29. Datos recogidos de los pacientes colonizados por Kluyvera spp. productora de  OXA-48, 
características fenotípicas y genotípicas de los aislados y caracterización plasmídica de los 
transformantes con OXA-48 obtenidos. 
  
  
  
  
KA1 KA2 KA3 KA4 KA5 KA6 
Pacientes 1 2 3 4 5 6 
Edad (años) / Sexo 76 / varón 81 / varón 64 / varón 73 / mujer 80 / varón 59 / mujer 
Servicio Gastroenterología Neumología Urología Gastroenterología Neumología Urología 
Fecha aislamiento abril 2014 abril 2014 agosto 2014 diciembre 2014 septiembre 2014 jul-15 
LOS (días) 40 9 14 16 29 8 
LOS-Kg (días) 41 10 13 16 1 9 
Cocolonizacion - Ro - - Kp y Ec - 
Motivo de ingreso Angiodisplasia  de colon 
Exacerbación 
de EPOC 
Orquiepidi-
dimitis 
Rectorragia  
con anemización Neumonía 
Complicación 
cirugía renal 
Muestra clínica No No No No No No 
CMIs (µg/mL) 
      
AMP >16 >16 >16 >16 >16 >16 
AMC >16/8 >16/8 >16/8 >16/8 >16/8 >16/8 
PIP/TZ >64 >64 >64 64 >64 64 
CF >16 >16 >16 >16 >16 >16 
CZ >16 >16 >16 >16 >16 >16 
CXM >16 >16 >16 >16 >16 >16 
FOX 16 <=8 16 <=8 <=8 <=8 
FEP <=1 <=1 <=1 <=1 <=1 <=1 
CTX >32 8 16 <=1 32 16 
CAZ >16 >16 >16 <=1 >16 >16 
IMP <=1 <=1 <=1 <=1 2 <=1 
ERT 2 1 4 4 2 2 
MER <=1 <=1 1 2 <=1 <=1 
Otras corresistencias - CIP, SXT CIP, SXT CIP, TIG SXT - 
Genes de resistencia  
blaCarbapenemasa blaOXA-48 blaOXA-48 blaOXA-48 blaOXA-48 blaOXA-48 blaOXA-48 
blaBLEE blaCTX-M-213 blaCTX-M-213 blaCTX-M-213 blaCTX-M-213 blaCTX-M-213 blaCTX-M-213 
Otros - blaFOX-8 - - - - 
Plásmidos (TM) 
Perfil de resistencia ERT, MER 
CAZ, CTX, 
MER 
IMP, ERT, 
MER IMP, ERT, MER MER MER, ERT 
Genes de resistencia blaOXA-48 
blaOXA-48 blaOXA-48 blaOXA-48 blaOXA-48 blaOXA-48 blaFOX-8 
Tamaño (kb) ~60 ~60 ~60 ~60 ~60 ~60 
Grupo de 
Incompatibilidad IncL IncL IncL IncL IncL IncL 
PCR 
 (repA, traU, parA) + + + + + + 
  Patrón RFLP A A A A A A 
CMI=Concentración mínima inhibitoria; AMP=Ampicilina; AMC=Amoxicilina- ácido clavulánico; PIP/TZ=Piperacilina-
tazobactam; CF=Cefalotina; CZ=Cefazolina; CXM=Cefuroxima; FOX=Cefoxitina; FEP=Cefepime; CTX=Cefotaxima; 
CAZ=Ceftazidima; IMP=Imipenem; MER=Meropenem; ERT=Ertapenem; CIP=Ciprofloxacino; TIG=Tigeciclina; y 
SXT=Sulfometoxazol.  
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Como se describió en la Figura 40 (Capítulo 1), a pesar de haber sido localizados en 
distintos servicios hospitalarios y en meses diferentes, todos los aislamientos exhibieron 
un patrón de PFGE muy relacionado, con un nivel de similitud >95%, por lo que se 
consideraron pertenecientes al mismo clon.  
2. Caracterización genotípica y fenotípica de la resistencia 
La amplificación por PCR demostró la presencia de blaOXA-48 y la coproducción de una 
enzima del grupo CTX-M-9 en todos los aislados de Kluyvera spp. La secuenciación 
mostró que todos los aislamientos albergaban una nueva variante cromosómica de  
CTX-M, diferente de CTX-M-13 en una única sustitución aminoacídica en la posición 
56 (Lys-56-Glu) (Figura 49). La nueva variante fue anotada y numerada en la base de 
datos de NCBI como CTX-M-213 (MH094805). 
 
Figura 49. Alineamiento parcial de las secuencias aminoacídicas de los genes         
blaCTX-M-13 y blaCTX-M-213 de todos los aislados de Kluyvera spp. En rojo está marcada la 
sustitución de aminoácido (K56E) detectada en la variante CTX-M-213 respecto al gen 
blaCTX-M-13. 
 
Todos los aisladosde Kluyvera spp. fueron resistentes a ampicilina, amoxicilina-
ácido clavulánico, cefalosporinas de primera generación (cefazolina y cefalotina), 
cefuroxima y ertapenem (rango 1-4 mg/L). En todos los casos, excepto el aislado KA4, 
presentaron resistencia a cefotaxima (83,3%; >16 mg/L) y ceftazidima (83,3%; rango 8-
>32 mg/L). Los carbapenémicos imipenem y meropenem, al igual que cefepime, 
mostraron valores de CMI sensibles en el 100% de los aislados. Como se observa en la 
Tabla 29, en cuatro casos se observó corresistencia a otros antimicrobianos (50,0% 
ciprofloxacino, 50,0% sulfometoxazol y 16,7% tigeciclina).  
3. Tipado de plásmidos 
Mediante choque térmico se obtuvo de cada aislado de Kluyvera spp. un transformante 
con blaOXA-48. Las técnicas de hibridación-S1 y PCR para el tipado de plásmidos 
CTX-M-13      MVTKRMQRMMFAAAACIPLLLGSAPLYAQTSAVQQKLAALEKSSGGRLGVALIDTKDNTQ 
KA1           MVTKRVQRMMFAAAACIPLLLGSAPLYAQTSAVQQKLAALEKSSGGRLGVALIDTEDNTQ 
KA2           MVTKRVQRMMFAAAACIPLLLGSAPLYAQTSAVQQKLAALEKSSGGRLGVALIDTEDNTQ 
KA3           MVTKRVQRMMFAAAACIPLLLGSAPLYAQTSAVQQKLAALEKSSGGRLGVALIDTEDNTQ 
KA4           MVTKRVQRMMFAAAACIPLLLGSAPLYAQTSAVQQKLAALEKSSGGRLGVALIDTEDNTQ 
KA5           MVTKRVQRMMFAAAACIPLLLGSAPLYAQTSAVQQKLAALEKSSGGRLGVALIDTEDNTQ 
KA6           MVTKRVQRMMFAAAACIPLLLGSAPLYAQTSAVQQKLAALEKSSGGRLGVALIDTEDNTQ 
              *****:************************************************* **** 
(esquema PBRT y genes 
localizaba, tanto en la cepa salvaje como en los transformantes,
aproximadamente ~60 kb (
previamente descrito [142]
DraI del ADN plasmídico purificad
de restricción comparables entre todos ellos (
Todos los transformantes fueron resistentes a meropenem, mientras que la 
resistencia a ertapenem (66,7%) e imipenem (33,3%) fue variable. El 
obtenido a partir del aislado KA2 (KA2
y cefotaxima. Entre los transformantes no se detectó corresistencia a ningún otro 
antimicrobiano (Tabla 29). 
a)                                                                              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 50. a) Imagen de la hibridación
Kluyvera spp. y sus respectivos
plasmídico purificado a partir de los seis transformantes. 
4. Fenotipo de resistencia de 
Los experimentos de clonación y mut
células transformantes E. coli 
blaCTX-M-213 (pCTX-M-213) o 
Los valores de CMI para ambas cepas mostraron que 
del gen blaCTX-M-213  era responsable de la
CTX-M-13 frente a los antibióticos 
resistencia frente a cefotaxima, pero a diferencia de CTX
ceftazidima, cefepime y amoxicilina
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repA, traU y parA) mostraron que el gen 
 en un p
Figura 50a), relacionado con el plásmido IncL
. Además, la digestión con las enzimas de restricción 
o a partir de los seis transformantes mostró
Figura 50b).  
-TM) presentó también resistencia a ceftazidima 
 
b)
-S1 del gen blaOXA-48 en todos los aislados de 
 transformantes; y b) digestión con 
 
blaCTX-M-213 
agénesis dirigida de sitio nos permitieron obtener 
DH5-α que albergaban plásmidos portadores de los genes 
blaCTX-M-13 (pCTX-M-13).  
la glutamina en la posición 56 
 actividad ligeramente infer
estudiados. La variante CTX-
-M-13, fue sensible a 
-clavulánico (Tabla 30).  
blaOXA-48 se 
lásmido IncL de 
/M-pOXA-48a 
HpaI y 
 perfiles 
transformante 
DraI del ADN 
ior a la de        
M-213 expresó 
5. Secuenciación genómica y análisis bioinformático
La secuencia del genoma completo de la cepa KA2 fue incorporada a la base de datos 
de GenBank (PYHO01000100.1). 
de Kluyvera spp. encontradas en la base de da
(core genome) de 616933 pb 
Figura 51. Árbol filogenético
cepas de referencia de la base de datos GenBank. 
nucleotídicos (SNPs) por posición.
 
Tabla 30.  Valores de CMI de los antibióticos 
productores de CTX-M-213 y CTX
Antibiótico E. coli-DHA5
 (pCTX-M
AMX 256 
AMC 3-4 
PIP/TZ 1-1,5
CXM 256 
FOX 3-6 
FEP 1-1,5
CTX 3-8 
CAZ 0,38 
IMP 0,19-0,25
ERT 0,008-0,012
MER 0,012-0,032
CMI=Concentración mínima inhibitoria; AMX=Amoxicilina; AMC=
PIP/TZ=Piperacilina-tazobactam; 
CTX=Cefotaxima; CAZ=Ceftazidima; IMP=Imipenem; ERT=Ertapenem; y MER=Meropenem.
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El análisis comparativo de KA2 con l
tos GenBank, reveló un genoma común
que incluía 69272 SNPs (Figura 51).  
 del core genome de KA2 (recuadrada 
Las unidades de la escala son cambios 
 
β-lactámicos en los transformantes 
-M-13, y la cepa isogénica E. coli-DH5
Rango de CMI (mg/L) 
α 
-213) 
E. coli-DHA5α 
 (pCTX-M-13) E. coli
256 
12 
 0,5-1 
256 
1,5-6 
 1,5-8 
16-24 
0,75-1 
 0,125-0,19 
 0,012-0,016 
 0,016-0,032 
Amoxicilina
CXM=Cefuroxima; FOX=Cefoxitina; FEP=Cefepime; 
Resultados 
 
as 9 secuencias 
 
 
en rojo) y las 9 
α. 
-DHA5α 
≤8 
≤8 
0,5 
0,125 
0,125 
<0,06 
<0,06 
<0,06 
0,125 
0,0625 
0,125 
-ácido clavulánico; 
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En el árbol filogenético (Figura 51) observamos que la cepa KA2 mantenía una 
mayor relación evolutiva con las cepas K. georgiana de la base de datos que con otras 
especies del género Kluyvera. 
El análisis del genoma completo de KA2 demostró la presencia del gen blaOXA-48 en 
un plásmido IncL/M de ~63,5 kb, el gen cromosómico responsable de la nueva variante 
CTX-M-213, un gen pbp2 cromosómico, dos genes de resistencia a aminoglucósidos 
codificados en un integrón de clase 1 (sul1 y aadA2) y el gen blaFOX-8 localizado en un 
plásmido IncQ de ~9 kb. 
El gen blaCTX-M-213 se localizó en una región cromosómica conservada 
correspondiente al gen constitutivo blaCTX-M del género Kluyvera (Figura 52a). Esta 
región compartió una sintenia similar con otra secuencia de K. ascorbata (WCH1410), 
portadora de una variante diferente de CTX-M (NZ_LSME00000000). Se encontró una 
región de 3072 pb con el gen blaCTX-M y cuatro genes hipotéticos, con una identidad del 
99% con un plásmido portador de CTX-M-9 (pKnNDM1) procedente de R. planticola 
(NC 023911) (Figura 52a). Esta región de ~3 kb se encontró también con un 99% de 
similitud en plásmidos de otras especies: E. cloacae pMRVIM0813 (KP975077.1),       
E. cloacae pQC (DQ108615.1) y E. coli pMSP071 (AF174129.3) (Figura 52b). 
Tras el análisis con el programa PlasmidFinder se identificaron 3 plásmidos 
clasificados como IncF (~177 kb), IncQ (~9 kb) e IncL/M (~63,5 kb) en la cepa KA2. 
Acorde con los resultados obtenidos mediante S1-PFGE, la secuenciación reveló que el 
plásmido IncL/M portador de blaOXA-48, pOXA-48, tenía un tamaño de 63678 pb, y que 
era idéntico (cobertura 100%, identidad 99%) a cuatro plásmidos previamente descritos: 
3 procedentes de K. pneumoniae [pKpn-E1.Nr7 (63581 pb) (CP018461.1), 
pKp_Goe_795-2 (63593 pb) (KC757416.2) y pKPoxa-48N1 (62592 pb) 
(KM406491.1)] y otro de E. coli [pEC745_OXA48 (63544 pb) (CP015075.2)]. 
Asimismo, se analizaron los 87 ORF (“open reading frame”=marco abierto de lectura) 
detectados en pOXA-48 (Figura 53). Entre ellos se identificaron 43 proteínas 
hipotéticas con funciones desconocidas y otras 44 proteínas con diversas funciones tales 
como mecanismos de defensa [blaOXA-48 (β-lactamasa), relB (componente antitoxina), 
mrr (endonucleasa de restricción), vapI (sistema de mantenimiento del plásmido)], 
replicación del plásmido o recombinación [(dinB1 (ADN polimerasa), xerD 
(recombinasa específica de sitio), radC (proteína de reparación de ADN), ssb (proteína 
Resultados 
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de unión al ADN) y repA, repB yrepC (replicas)], transferencia conjugativa [traH-traJ, 
traL-traR, traU, traW, trbA y trbC] o secreción y transporte [mobA-mobC] (Figura 53). 
En la cepa secuenciada, junto con el plásmido pOXA-48 se detectó la presencia de 
un megaplásmido IncF, pKA2_2 (177186 pb) que mostró similitud con dos plásmidos 
de la base de datos: el primero, unnnumed1 (231294 pb) procedente de la cepa 
FDAARGOS_431 de R. ornithinolytica (CP023893.1) (cobertura 47%, identidad 99%); 
y el segundo, pOZ172 (127005 pb) de la cepa B38 de C. freundii (CP016763.1) 
(cobertura 51%, identidad 99%) (Figura 54). Entre los 164 ORFs contenidos en 
pKA2_2, se describieron 83 como proteínas hipotéticas y las otras 81 como proteínas 
con funciones conocidas: mecanismos de defensa [ardA (proteína antirrestricción), 
hsdM (sistema de restricción-modificación tipo I), hsdS (endonucleasa de restricción), 
mcrB (endonucleasa de restricción específica de metilcitosina), acrB-mdtA (bombas de 
expulsión de múltiples fármacos), stbD (componente antitoxina)], replicación y 
recombinación [pine (DNA recombinasa específica del sitio), yhdJ (metilasa de 
modificación del ADN), recD (exonucleasa), xerC, xerD (recombinasas específicas del 
sitio), dinP (DNA polimerasa)]y secreción y transporte [virB4, traD (sistemas de 
secreción tipo IV)]. Además, se observó que este plásmido portaba también diferentes 
genes relacionados con el transporte de iones inorgánicos y la resistencia a metales 
pesados [zitB y czcA (proteína de la bomba de eflujo de cobalto-zinc-cadmio), mgtA 
(ATPasa transportadora de magnesio), ftn (ferritina), fepC(sistema de transporte de 
Fe3+-sideróforos]. Como se describe en la Figura 54, el contenido genético de pKA_2 se 
caracterizó totalmente, aunque debido al alto número de transposasas encontradas en 
este plásmido, su secuencia no pudo cerrarse completamente.  
El tercer plásmido localizado en KA2, pKA2_3 (IncQ, 8789 pb), compartió una 
cobertura del 68% y 99% de identidad con otros plásmidos pequeños de ~9 kb 
procedentes de Aeromonas_hydrophila_AO1 (pBRST7.6), K. pneumoniae_I212 
(pKPSH212), e incluso de una bacteria no cultivada (pGNB2) (EU925817, KT896501 
yDQ460733, respectivamente).  El contenido genético de este plásmido incluyó 8 ORFs 
que codificaban 2 proteínas de función no conocida, una con función de defensa con 
actividad antimicrobiana [blaFOX-8, (β-lactamasa de clase C)], dos con funciones de 
replicación y recombinación [repA, repC (proteínas reguladoras)], dos relacionadas con 
secreción y transporte [mobC, mobD (relaxasas)] y una implicada en el mobiloma     
[IS4-like (secuencia de inserción)] (Figura 54). 
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Figura 52. Mapa lineal del contexto genético de blaCTX-M-213 respecto a otras regiones 
relacionadas encontradas en las bases de datos del genoma.  Las regiones sombreadas en 
amarillo indican una identidad de entre el 69% y el 100% (a). Un fragmento de ~42 kb 
adyacente del gen blaCTX-M-213 de la cepa KA2 se comparó con los genomas completos 
de Kluyvera spp. de las bases de datos y se obtuvo una alta identidad con una región 
conservada del genoma de ~3 kb del plásmido pKnNDM1 de R. planticola. Esta misma 
región se encontró también en otros plásmidos con distintos porcentajes de cobertura e 
identidad (b).  
 
Figura 53. Características principales del plásmido pOXA
KA2. El círculo negro interno representa la secuencia de pOXA
externos de color los alinea
los genes e indican la orientación de los mismos. Las flechas grises se corresponden con 
proteínas hipotéticas de función desconocida, y los colores restantes representan la 
función del gen según la clasificación de la base de datos COG. Kp=
Ec=E. coli. 
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Figura 54. Características principales de los plásmidos pKA2_2 y pKA2_3 detectados en 
la cepa KA2. El círculo negro representa la secuencia de los plásmidos pKA2_2 (IncF) y 
pKA2_3 (IncQ) detectados en KA2, y los círculos externos de color los alineamientos de 
ambos con plásmidos de referencia. Las flechas representan los genes e indican la 
orientación de los mismos. Las flechas grises se corresponden con proteínas hipotéticas de 
función desconocida y los colores restantes representan la función del gen según la 
clasificación de la base de datos COG. En el plásmido pKA2_2, las líneas rojas 
discontinuas indican los puntos donde las secuencias no se cerraron (Cf= C. freundii; Ro= 
R. ornithinolytica; Ahy=Aeromonas hydrophila; Kp=K. pneumoniae) 
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Capítulo 4 
Brote por Klebsiella pneumoniae productora de NDM-1, CTX-M-15 y 
DHA-1. 
En este Capítulo se describe un brote por K. pneumoniae productora de NDM-1,     
CTX-M-15 y DHA-1 en el Servicio de Neurocirugía entre septiembre de 2015 y febrero 
de 2016. Previamente al brote, no se habían detectado casos de colonización y/o 
infección por microorganismos productores de NDM en el Hospital Universitario 
Ramón y Cajal. 
 

Resultados 
 
161 
1. Descripción epidemiológica del brote y medidas de control  
1.1. Evolución del brote y características de los pacientes  
El posible caso índice (paciente 1) fue un varón de 36 años de origen pakistaní y 
residente en nuestro país, que fue traslado desde el aeropuerto de Adolfo Suárez-Barajas 
e ingresado en el Servicio de Neurocirugía de nuestro hospital el 26 de agosto de 2015. 
Este paciente había recibido atención sanitaria en su país de origen tras sufrir un 
accidente de tráfico en noviembre de 2014. El 15 de septiembre fue intervenido 
quirúrgicamente en nuestro hospital y el 23 de octubre fue traslado a un hospital de 
Valencia, lugar de residencia del paciente. El día 22 de septiembre de 2015 se aisló a 
partir de un cultivo de vigilancia (torunda rectal) un aislado K. pneumoniae (Kp) con un 
fenotipo multirresistente compatible con una carbapenemasa de tipo metalo-β-lactamasa 
(aislado 1A). El sistema eazyplex® SuperBug CRE demostró que el aislado 1A era 
productor de NDM-1 y coproductor de una CTX-M del grupo 1.  
El 22 de septiembre de 2015 se confirmó también crecimiento de una                       
K. pneumoniae con el mismo perfil de multirresistencia en una muestra rectal 
procedente de un segundo paciente (paciente 2), un varón de 68 años que compartía 
habitación (Hab-A) con el caso índice. El mismo día, se recogió una muestra clínica 
(orina) de dicho paciente en la que también creció una K. pneumoniae productora de 
metalo-β-lactamasa que fue posteriormente confirmada como NDM-1.  
Ante los primeros aislamientos de Kp-NDM en el Hospital Ramón y Cajal se 
analizaron de forma restrospectiva todos los aislados de EPC recogidos en el Servicio 
de Neurocirugía en las semanas previas al 22 de septiembre. Este análisis permitió 
identificar otra muestra positiva con este mismo fenotipo de resistencia (Kp-NDM) 
procedente del paciente 2 con fecha del 10 de septiembre de 2015 (aislado 2). El 26 de 
octubre del mismo año se identificó en el paciente 1 un segundo aislado Kp-NDM-1 con 
un perfil de multirresistencia distinto al primero (aislado 1B). Los siguientes casos de 
colonización con Kp-NDM-1 ocurrieron entre noviembre de 2015 y febrero de 2016 
(Figura 55). 
El 27 de noviembre y el 2 de diciembre, se recogieron del paciente 4 dos muestras 
clínicas, un broncoaspirado y una orina, respectivamente, en las que también se aisló 
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Kp-NDM-1. Cabe destacar que ambos tipos de muestras se habían recogido en las 
semanas previas y el resultado había sido negativo. El 21 de enero de 2016 también se 
aisló una EPC-NMD-1 en una muestra de orina del paciente 7. En total, entre los 9 
pacientes del brote, 3 presentaron infección por una EPC-NDM-1 (33,3%). No se 
encontraron diferencias significativas entre esta tasa de infección y la detectada en los 
pacientes no colonizados por cepas productoras de NDM-1 (16,3%; 25/153). 
En los pacientes 7 y 8 también se detectó colonización por enterobacterias 
productoras de otros tipos de carbapenemasas: aislado 7B (K. pneumoniae productor de 
OXA-48), aislados 8B y 8C (K. pneumoniae productor de VIM-1) y aislado Ec-8D      
(E. coli productor de VIM-1). Hay que resaltar que los aislados 7B y 8B se detectaron 
colonizando simultáneamente con los aislados 7A y 8A productores de NDM-1, el 14 y 
10  de diciembre respectivamente. Por otro lado, los aislados 8C y Ec-8D se recogieron 
el 2 de febrero de 2016, 54 días después de la colonización de dicho paciente con Kp-
NDM-1 (aislado 8).  
En tres pacientes se detectaron aislados de K. pneumoniae productores de BLEE 
(pacientes 1, 2 y 4) en las semanas anteriores al brote. Sin embargo, en ningún caso se 
detectó colonización previa con EPC. Hay que destacar que los 9 pacientes del brote, 
incluido el caso índice, tuvieron una muestra negativa al ingreso.  
En la Figura 55 se muestra la distribución en el tiempo de todos los casos de 
colonización con EPC del brote, los diferentes clones y las habitaciones donde 
estuvieron ingresados los pacientes. 
La mediana de edad de los pacientes colonizados con Kp-NDM-1 fue de 80 años y 
8 de ellos fueron hombres (88,9%; 8/9). La mediana de días de ingreso (LOS) de estos 
pacientes fue de 75 días (rango 58-132) y de 36 días (rango 27-75) hasta la detección 
del primer aislado productor de NDM-1 (LOS-1). En el caso del paciente 1, los días de 
ingreso transcurridos hasta la detección de cocolonización con un segundo clon 
productor de NDM-1 fue de 61 días (LOS-2) (Tabla 31). La antibioterapia previa a la 
detección de los aislados EPC-NDM-1 de los 9 pacientes se recoge en la Tabla 31.  
  
Figura 55. Distribución de casos durante el brote por 
septiembre de 2015 y febrero de 2016. Las cajas de colores indican la habitación donde se encontraban hospitalizados los pacientes durante e
brote, el texto en negro las fechas de ingreso y el texto en color la fecha de detección de los primeros aislados correspondi
asteriscos en rojo indican la fecha y los pacientes en los que se detectó una
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Tabla 31. Datos de los pacientes colonizados por K. pneumoniae productora de NDM-1. 
Paciente Sexo Edad Motivo ingreso LOS LOS-1 LOS-2 Aislados NDM-1 
Muestra 
clínica 
(+) NDM-1 
Antibioterapiaprevia  
(días inicio: días fin de tratamiento) 
1 V 36 Apofisalgia 
cervical 58 27 61 1A/1B  
AMC (+14:+43), CF (+21:+22), 
CIP (+55:+58) 
2 V 68 Parkinson 76 36 - 2 Orina CF (+13), LEV (+29:+33), CAZ+LEV+VAN (+34:+36) 
3 V 84 Tumor 
 cerebral 75 59 - 3  
CF (+6:+8, +20:+21, +35:+37), 
AMC (+45:+61),CIP (+64:+69) 
4 M 80 TCE 132 59 - 4 Orina y BAS 
AMC (+1:+4),VAN+MER (+6:+15, 
+37:+45), MER (+16:+20), PIP/TZ 
 (+24:+35), VAN+MER+CIP (+46:+52) 
5 V 29 Lesión intracraneal 34 30 - 5  
CTX+VAN+CAZ (+1:+9), 
VAN+CAZ (+10:+30) 
6 V 87 Crisis 
epiléptica 65 24 - 6  
CAZ+VAN+MET (+1:+8), 
AMC (+9:+24) 
7 V 92 TCE 92 41 
 
7A Orina CIP (+28:+36) 
8 V 49 Hemorragia 
subaracnoidea 88 29 - 8A  
VAN+MER (+12:+13) 
MER+LIN (+14:+29) 
9 V 89 
Hematoma 
subdural 
crónico 
69 34 - 9 
 
CIP (+2:+14) 
Mediana 80 
 
75 36 - 
  
 
V=Varón; M= Mujer; LOS= Días de ingreso; LOS-1=Días de ingreso hasta la detección de la primera EPC-NDM-1; LOS-2= Días de ingreso hasta la detección de la 
segunda EPC-NDM-1; BAS= Broncoaspirado; TCE=Traumatismo craneoencefálico; AMC=amoxicilina-ácido clavulánico; CF= Cefazolina; CIP=Ciprofloxacino; 
LEV=Levofloxacino; CAZ=Ceftazidima; CTX=Cefotaxima; VAN=Vancomicina; MER=Meropenem; PIP/TZ=Piperacilina-tazobactam; MET=Metronidazol; 
LIN=Linezolid. 
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Como hemos visto en el primer capítulo, la mediana de días de ingreso (LOS) de 
los pacientes procedentes del Servicio de Neurocirugía fue superior (p<0,01) a la de los 
pacientes ingresados en las restantes unidades. Además, el tiempo transcurrido hasta la 
detección de la colonización con una EPC (LOS-1) fue también mayor en este servicio 
(p<0,01). Los pacientes colonizados por aislados productores de NDM-1 tuvieron 
ingresos más largos que los pacientes portadores de otras EPC (p<0,01) (Tabla 32). Si 
comparamos los días transcurridos hasta la detección de la primera EPC (LOS-1), 
encontramos que los pacientes con EPC-NDM-1 tardaron más tiempo en adquirir la 
carbapenemasa, aunque esta vez sólo se consideró significativa la diferencia respecto a 
los pacientes portadores de EPC-OXA-48 (p<0,05) (Tabla 32). 
 
1.2 Medidas de control  
Tras la detección del brote, además de las medidas de precaución estándar y medidas de 
aislamiento de contacto recomendadas por la CM [167], se llevaron a cabo medidas 
adicionales: 
- Limpieza en profundidad del todo el servicio, incluyendo habitaciones, cuartos de 
medicación, almacenes, despachos y control de enfermería.  
- Cribado a todos los pacientes ingresados en el servicio, con el fin de detectar 
precozmente los casos y proceder al aislamiento de contacto lo antes posible. 
- Refuerzo del cumplimiento de las precauciones estándar por parte de los profesionales 
sanitarios, siendo la higiene de manos la medida principal.  
Tabla 32. Datos recogidos de los pacientes del estudio R-GNOSIS en función de 
la carbapenemasa producida.  
Carbapenemasa 
LOS LOS-1 
Me Rango p-value Me Rango p-value 
OXA-48 14 1-215 0,002 7,5 1-211 0,02 
VIM-1 20,5 2-135 0,011 14 1-129 0,09 
KPC-3 12 5-50 0,009 5 1-50 0,09 
NDM 75 34-132 - 35 24-76 - 
TOTAL 65 6-215 0,003 65,5 8-170 0,024 
LOS= Días de ingreso; LOS-1= Días transcurridos hasta la detección de EPC-NDM-1. 
p-value (EPC-NDM-1 vs. otras EPC). 
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- Refuerzo del cumplimiento de las precauciones de contacto en todos aquellos 
pacientes colonizados o infectados, tanto por parte de los familiares como por parte de 
los profesionales sanitarios.  
2. Caracterización de las EPC detectadas durante el brote 
La caracterización genotípica por PCR y secuenciación de todas las EPC del brote 
demostró que todos los aislados con fenotipo NDM coproducían NDM-1, CTX-M-15 y 
DHA-1.  
Las técnicas de PFGE y MLST agruparon los aislados productores de NDM-1 en 
dos perfiles de restricción que se correspondieron con dos secuencias tipo (ST) distintas: 
el clon H/ST437 (aislados 1A y 2) y el clon C/ST101 (aislados 1B, 3, 4, 5, 6, 7A, 8A y 
9) (ver dendrograma de K. pneumoniae en Figura 31, Capítulo 1). Por otro lado, el 
aislado 7B detectado en el paciente 7 fue identificado como el clon de algo riesgo de    
K. pneumoniae ST11-OXA-48+CTX-M-15 (clon A). Los aislados de K. pneumoniae 
(8B y 8C) y E. coli (Ec-8D) productores de VIM-1 procedentes del paciente 8 se 
correspondieron con los siguientes patrones de PFGE y ST: clon B/ST54 productor de 
VIM-1+SHV-28 (aislado 8B), clon X/ST908 productor de VIM-1 (aislado 8C) y clon 
F/ST43 productor de VIM-1 (aislado Ec-8D).  
Por otro lado, las enterobacterias productoras de BLEE que se recogieron en los 
pacientes 1, 2 y 4, amplificaron el gen blaCTX-M-15 y todas ellas presentaron un perfil de 
restricción diferente a las EPC procedentes de los mismos pacientes, por lo que no se 
incluyeron en la caracterización posterior. 
Como se indica en la Tabla 33, todos los aislados Kp-NDM-1+CTX-M-15+DHA-1 
fueron resistentes a los principales grupos de antibióticos, aunque se observaron 
diferencias entre clones. Por ejemplo, los dos aislados del clon H/ST437 (aislados 1A y 
2) fueron sensibles a amikacina y resistentes a trimetoprim-sulfametoxazol, mientras 
que todos los aislados del clon C/ST101 mostraron resistencia a amikacina y 
sensibilidad a trimetoprim-sulfametoxazol. Por otro lado, el aislado 2 fue el único que 
mostró resistencia a tigeciclina y solo los aislados 3, 8A y 9 del clon C fueron sensibles 
a fosfomicina.  
  
Tabla 33. Caracterización de las EPC procedentes de los pacientes del brote por K. pneumoniae productora de NDM-1. 
Aislados Especie bacteriana 
Paciente 
Patrón 
PFGE ST 
Genes 
CP 
Otros 
genes 
CMI (mg/L)  
IMP MER ERT CAZ CTX FEP GEN TOB AMK CIP FOS TIG SXT COL 
1A Kp 1 H 437 NDM-1 
CTX-M-15 
DHA-1 8 >8 >4 >16 >32 >16 >8 >8 ≤8 >2 >32 ≤1 >2/38 ≤2 
1B Kp 1 C 101 NDM-1 
CTX-M-15 
DHA-1 >8 >8 >4 >16 >32 >16 >8 >8 >32 >2 >32 ≤1 ≤2/38 ≤2 
2 Kp 2 H 437 NDM-1 
CTX-M-15 
DHA-1 8 >8 >4 >16 >32 >16 >8 >8 ≤8 >2 >32 >2 >2/38 ≤2 
3 Kp 3 C 101 NDM-1 CTX-M-15 DHA-1 >8 6 >4 >16 >32 >16 >8 >8 >32 >2 ≤32 ≤1 ≤2/38 ≤2 
4 Kp 4 C 101 NDM-1 
CTX-M-15 
DHA-1 >8 >8 >4 >16 >32 >16 >8 >8 >32 >2 >32 ≤1 ≤2/38 ≤2 
5 Kp 5 C 101 NDM-1 CTX-M-15 DHA-1 4 >8 >4 >16 >32 >16 >8 >8 >32 >2 >32 ≤1 ≤2/38 ≤2 
6 Kp 6 C 101 NDM-1 CTX-M-15 DHA-1 8 >8 >4 >16 >32 >16 >8 >8 >32 >2 >32 ≤1 ≤2/38 ≤2 
7A Kp 7 C 101 NDM-1 
CTX-M-15 
DHA-1 >8 >8 >4 >16 >32 >16 >8 >8 >32 >2 >32 ≤1 ≤2/38 ≤2 
7B Kp 7 A 11 OXA-48 CTX-M-15 2 >8 >4 >16 >32 >16 >8 >8 ≤8 >2 >32 ≤1 ≤2/38 ≤2 
8A Kp 8 C 101 NDM-1 CTX-M-15 DHA-1 >8 3 >4 >16 >32 >16 >8 >8 >32 >2 ≤32 ≤1 ≤2/38 ≤2 
8B Kp 8 B 54 VIM-1 SHV-12 4 0.5 2 >16 >32 16 ≤2 4 ≤8 1 ≤32 ≤1 ≤2/38 ≤2 
8D Kp 8 X 908 VIM-1 - 2 4 1 >16 >32 >16 ≤2 >8 ≤8 >2 >32 ≤1 >2/38 ≤2 
8C Ec 8 F 43 VIM-1 - >8 2 1 >16 >32 >16 ≤2 4 ≤8 ≤0,5 ≤32 ≤1 >2/38 ≤2 
9 Kp 9 C 101 NDM-1 CTX-M-15 DHA-1 >8 3 >4 >16 >32 >16 >8 >8 >32 >2 ≤32 ≤1 ≤2/38 ≤2 
El sombreado indica los valores considerados como sensibles según criterios de EUCAST. 
Kp=K. pneumoniae; Ec=E. coli; IMP=Imipenem; ERT=Ertapenem; MER=Meropenem; CAZ=Ceftazicima; CTX=Cefotaxima; FEP=Cefepime; GEN=Gentamicina; 
TOB=Tobramicina; AMK=Amikacina; CIP=Cirpofloxacino; FOS=Fosfomicina; TIG=Tigeciclina; SXT=Trimetoprim-Sulfametoxazol; COL=Colistina. 
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3. Tipado de plásmidos 
A partir de los 14 aislados recogidos durante el brote se obtuvieron 12 transconjugantes 
con blaNDM-1, blaVIM-1 o blaOXA-48, procedentes de los clones Kp-C/ST101, Kp-A/ST11, 
Kp-B/ST54, Kp-X/ST908 y Ec-F/ST43. Mediante conjugación y transformación por 
electroporación no se consiguió obtener transconjugantes ni transformantes a partir de 
los 2 aislados de K pneumoniae pertenecientes al clon H/ST437 (aislados 1A y 2).  
En la Tabla 34 se resume toda la información obtenida a partir de la hibridación de 
los aislados salvajes receptores (wildtype) y sus respectivos transconjugantes con los 
genes blaNDM-1, blaOXA-48, blaVIM-1, blaCTX-M-15 y blaDHA-1. En los aislados pertenecientes 
al clon H/ST437 (1A y 2) los genes blaNDM-1, blaCTX-M-15 y blaDHA-1 se localizaron en un 
plásmido de aproximadamente 100 kb. Por el contario, en los aislados del clon C/ST101 
el gen blaNDM-1 se detectó en un plásmido de aproximadamente 120 kb, mientras que los 
genes blaCTX-M-15 y blaDHA-1 se encontraron en un plásmido de mayor tamaño (~150 kb). 
En los transconjugantes obtenidos a partir de estos aislamientos del clon C/ST101, 
únicamente se localizó el plásmido de 120 kb con blaNDM-1. En los aislados 7B, 8C y Ec-
8D y sus respectivos transconjugantes, los genes blaOXA-48, blaVIM-1 y blaCTX-M-15 se 
detectaron en un plásmido de ~60 kb. Por otro lado, en los aislados 8B y TC-8B el gen 
blaVIM-1 se localizó en un plásmido de aproximadamente 90 kb, que también portaba 
SHV-12. 
Siguiendo el esquema PBRT, tanto al plásmido de OXA-48+CTX-M-15 del aislado 
TC-7B, como a los plásmidos portadores de VIM-1 de los transconjugantes TC-8C y 
TC-Ec-8D, se les asignó el grupo de incompatibilidad IncL. Además, estos tres 
transconjugantes amplificaron mediante PCR los genes repA, traU y parA, relacionados 
con el plásmido epidémico IncL/M-pOXA-48a previamente descrito [142]. Sin 
embargo, ni los transconjugantes portadores de NDM-1 obtenidos a partir del clon 
C/ST101 ni el TC-8B con VIM-1 amplificaron estos genes, pudieron clasificarse de 
acuerdo a su grupo de incompatibilidad siguiendo el esquema PBRT. No obstante, los 
plásmidos portadores de NDM-1 del clon C/ST101 se identificaron mediante 
secuenciación del genoma completo como IncFII (Tabla 34). 
 
  
 
Tabla 34. Caracterización de los plásmidos portadores de NDM-1, OXA-48 y VIM-1 de los pacientes implicados en el brote. 
Aislados Paciente 
Genes de 
resistencia 
(WT) 
Plásmidos 
WT (Kb) 
Aislados 
TC 
Genes de 
resistencia 
(TC) 
Plásmidos 
TC (Kb) 
Grupo de 
incompatibilidad1 
CMI (mg/L) (TC) Perfil de        
co-resistencia 
(TC)  IMP ERT MER CAZ CTX FEP 
1A 1 
NDM-1         
CTX-M-15      
DHA-1 
~100 - - - - - - - - - - - 
1B 1 
NDM-1         
CTX-M-15      
DHA-1 
~120                
~150             
~150 
TC-1B NDM-1 ~120 IncF 8 2 16 >16 >16 >16 GEN, TOB, AMK 
2 2 
NDM-1         
CTX-M-15      
DHA-1 
~100 - - - - - - - - - - - 
3 3 
NDM-1         
CTX-M-15      
DHA-1 
~120                
~150             
~150 
TC-3 NDM-1 ~120 IncF >8 >1 >8 >16 >16 >16 GEN, TOB, AMK 
4 4 
NDM-1         
CTX-M-15      
DHA-1 
~120                
~150             
~150 
TC-4 NDM-1 ~120 IncF 2 >1 >8 >16 >16 >16 GEN, TOB, AMK 
5 5 
NDM-1         
CTX-M-15      
DHA-1 
~120                
~150             
~150 
TC-5 NDM-1 ~120 IncF >8 >1 8 >16 >16 >16 GEN, TOB, AMK 
6 6 
NDM-1         
CTX-M-15      
DHA-1 
~120                
~150             
~150 
TC-6 NDM-1 ~120 IncF >8 >1 >8 >16 >16 16 GEN, TOB, AMK 
7A 7 
NDM-1         
CTX-M-15      
DHA-1 
~120                
~150             
~150 
TC-7A NDM-1 ~120 IncF >8 >1 4 >16 >16 >16 GEN, TOB, AMK 
7B 7 OXA-48      CTX-M-15     ~60 TC-7B 
OXA-48        
CTX-M-15 ~60 IncL 8 >1 2 >16 >16 >16 - 
8A 8 
NDM-1         
CTX-M-15      
DHA-1 
~120                
~150             
~150 
TC-8A NDM-1 ~120 IncF >8 >1 8 >16 >16 >16 GEN, TOB, AMK 
8B 8 VIM-1            SHV-12 ~90 TC-8B 
VIM-1               
SHV-12 ~90 NT 8 >1 2 >16 >16 >16 - 
8C 8 VIM-1         ~60 TC-8C VIM-1        ~60 IncL 8 1 >8 >16 >16 >16 - 
Ec-8D 8 VIM-1         ~60 TC-Ec-8D VIM-1        ~60 IncL  4 1  4  >16 >16 >16 - 
9 9 
NDM-1         
CTX-M-15      
DHA-1 
~120                
~150             
~150 
TC-9 NDM-1 ~120 IncF >8 >1 >8 >16 >16 >16 GEN 
 En la Tabla 34 se recogen los datos de sensibilidad antibiótica de todos los 
transconjugantes obtenidos. Los porcentajes de resistencia a carbapenémicos y a 
cefalosporinas de amplio espectro 
imipenem, 100% ertapenem, meropenem, ceftazidima, cefot
Además, todos los TC-NDM
amikacina, excepto el TC-9, que só
4. Estudio del efecto de la resistencia sobre el coste biológico
Para estimar el coste biológico de los plásmidos portadores de NDM
cambios de densidad óptica del crecimiento exponencial de las cepas 
clon C/ST101 (wildtypes 
relativo (Figura 56).  
 
Figura 56. Tasa de crecimiento
gen blaNDM-1 (azul) y sus respectivos transco
TC=transconjugante; J53=cepa receptora 
 
El test estadístico T
crecimiento relativo de la población 
transconjugantes (p<0,01). Es decir, las cepas 
que sus respectivos transconjugantes. Sin embargo, si tenemos en cuenta la cepa control 
E. coli J53, observamos que no hay variaciones significativas respecto a los
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entre los TC-NMD-1 fue muy elevada (88,9% 
axima y cefepima). 
-1 mostraron corresistencia a gentamicina, tobramicina y 
lo fue corresistente a gentamicina.  
 
-1 se midieron los 
pertenecientes al 
y transconjugantes) y se recalculó su tasa de crecimiento 
 relativa de los aislados Kp-clon C/ST101 portadores del 
njugantes (verde). (WT=
E. coli J53 ®Azida Sódica).  
-test demostró una diferencia significativa en la tasa de 
wildtype respecto a la de la población
wildtype tenían un coste biológico menor 
wildtype; 
 de 
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transconjugantes obtenidos, por lo que se estimó que el coste biológico de este plásmido 
portador de NDM-1 para esta cepa fue muy bajo.   
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“No hay error en admitir que tú solo no puedes mejorar tu condición en el mundo; para 
crecer, necesitas aliados con los que crecer juntos” 
                Confuncio
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DISCUSIÓN 
1. Estudio R-GNOSIS: Epidemiología y estudio microbiológico de las 
enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC) 
1.1 Epidemiología de las EPC y E-BLEE durante el proyecto R-GNOSIS  
Durante el estudio R-GNOSIS, la incidencia de pacientes colonizados por EPC fue del 
2%. La variación registrada en los 4 servicios analizados a lo largo de los 25 meses de 
estudio no fue significativa. Es importante destacar que el 26,6% de los pacientes ya 
estaban colonizados por EPC en el momento del ingreso. No obstante, la mayoría de 
ellos habían tenido ingresos previos en nuestro centro, en otros hospitales o estaban 
institucionalizados en residencias. Estos datos corroboran lo encontrado por otros 
autores, que indican que la colonización por EPC también se relaciona con los cuidados 
sanitarios, incluyendo los centros de cuidados de larga estancia o las residencias de la 
tercera edad [156–158]. Además, las comorbilidades y estancias hospitalarias previas se 
consideran factores de riesgo para la colonización por EPC [33,160,161]. Asimismo, en 
el 56,2% de los pacientes, la colonización con EPC se consideró de adquisición 
nosocomial, ya que se detectó durante la hospitalización y tras una muestra negativa al 
ingreso. Estas cifras son muy similares a las obtenidas en un estudio multicéntrico 
realizado en 34 hospitales españoles entre 2009 y 2012, en los que se definía un 37% de 
casos asociados a cuidados sanitarios y un 60% de adquisiciones nosocomiales [146]. 
En general, los pacientes colonizados con EPC de nuestro estudio tuvieron ingresos 
prolongados (27 días), siendo significativamente más largos en el servicio de 
Neurocirugía (65,5 días) que en el resto de unidades. La mediana de días de ingreso 
transcurridos hasta la detección de la colonización por una EPC fue de 18 días, aunque 
las pruebas estadísticas indicaron que los pacientes ingresados en el servicio de 
Neurocirugía tardaron más tiempo en colonizarse (39,5 días) que el resto. Numerosos 
estudios han demostrado que la estancia hospitalaria prolongada y los procedimientos 
diagnósticos y/o terapéuticos invasivos se relacionan directamente con la adquisición de 
EPC [33,160,161]. Durante el estudio R-GNOSIS, el porcentaje de pacientes que 
negativizaron al alta fue bajo (11%). Estos datos resultan alarmantes ya que el riesgo de 
que estas EPC se diseminen en el entorno comunitario es muy elevado.
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 En muchos estudios se ha demostrado que la colonización por EPC es un factor 
de riesgo para la infección por estos microorganismos [33,160,188]. Durante el estudio 
R-GNOSIS, el 17,3% de los pacientes colonizados por una EPC desarrollaron una 
infección por el mismo microorganismo. No existe en España un estudio similar que 
analice de forma retrospectiva los pacientes colonizados que desarrollan una infección 
por EPC. No obstante, entre 2009 y 2013, se llevaron a cabo varios estudios que 
prospectivamente recogieron todos los casos de EPC. En ellos se observó que el 
porcentaje de infecciones por EPC fue del 67% al 79,2% [124,144,146], lo que indica 
que posiblemente durante el desarrollo de estos estudios no se recogieron todos los 
casos de colonización. En estas infecciones, K. pneumoniae fue el microorganismo más 
frecuentemente aislado, seguido de Enterobacter spp. y E. coli. En nuestro caso y 
coincidiendo con la literatura, K. pneumoniae fue responsable del 85,7% de las 
infecciones por EPC, seguido de E. cloacae, E. coli y K. oxytoca.  
Por otra parte, la emergencia de EPC se ha relacionado directamente con el 
aumento del consumo de antibióticos carbapenémicos en el tratamiento de infecciones 
causadas por E-BLEE [161,189–191]. Las E-BLEE están mundialmente diseminadas y 
son endémicas en muchas regiones del mundo, incluido España [52,71,76]. Los últimos 
datos indican que la prevalencia de portadores fecales de E-BLEE en nuestro país es de 
aproximadamente el 6%-8% [71,76] y se estima que esta cifra puede seguir aumentando 
anualmente en la comunidad con una tasa del 5,38% [76]. La implementación de 
estrategias de control efectivas es necesaria para evitar la colonización por E-BLEE y 
reducir el riesgo de infecciones por estos microorganismos multirresistentes. Muy pocos 
países han publicado documentos oficiales que informen sobre las medidas de control 
de la infección por estas bacterias. En 2014, el ECDC publicó una revisión donde se 
analizaba la efectividad de las medidas de control y prevención de la infección dirigidas 
a controlar la propagación y transmisión de E-BLEE entre pacientes del ámbito 
sanitario. En este informe, se incluyeron los resultados de 10 estudios realizados en 
países donde la prevalencia de E-BLEE es endémica. Las conclusiones de esta revisión 
fueron difíciles de interpretar, ya que múltiples factores limitaron la consistencia de la 
investigación. Sin embargo, aunque deben interpretarse con precaución, este informe 
sugirió la posible efectividad de las siguientes medidas: políticas de restricción en el uso 
de antibióticos, higiene de manos, precauciones de contacto (utilización de guantes y 
batas), vigilancia activa (detección) durante el brote, cohorte de pacientes, aislamiento 
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de contacto, detección al ingreso en unidades específicas, aislamiento preventivo de 
pacientes de alto riesgo, notificación y registro de pacientes, aseo con agentes 
antisépticos, cohorte del personal sanitario, formación de personal especializado y 
limpieza ambiental [192].  
Durante el estudio R-GNOSIS, la incidencia de pacientes colonizados con E-BLEE 
fue del 8,4%. Con los datos analizados, no se pudo demostrar la efectividad de las 
medidas de aislamiento de contacto respecto a las precauciones estándar en la 
transmisión de las E-BLEE. La incidencia de E-BLEE no se redujo en los servicios en 
los que se implementó la estrategia de aislamiento de contacto, ni se incrementó cuando 
estas medidas se retiraron. Nuestros datos sugieren que la prevalencia de E-BLEE no se 
asociaría a una transmisión hospitalaria y que el reservorio de estos microorganismos es 
posiblemente de origen comunitario. Asimismo, algunos estudios han demostrado que 
los individuos procedentes de la comunidad o de centros de larga estancia, pueden 
actuar como reservorio de aislados productores de BLEE [73,191,193]. Se ha 
demostrado también que la utilización extrahospitalaria de antibióticos como la 
cefuroxima y otras cefalosporinas orales de espectro reducido, así como antibióticos no 
β-lactámicos como las fluoroquinolonas, ha facilitado la selección y establecimiento de 
estas E-BLEE  en la comunidad [76,194–196]. No obstante, encontramos diferencias 
significativas cuando analizamos la incidencia de EPC. Durante el primer periodo de 
estudio, la tasa de colonización por EPC fue significativamente menor en los servicios 
donde se aplicó el aislamiento de contacto para E-BLEE (servicios quirúrgicos). 
Además, la retirada de estas medidas en el segundo periodo coincidió con un aumento 
significativo de la incidencia de EPC en estos mismos servicios. Por otro lado, en los 
servicios donde se aplicaron las medidas de control en el segundo periodo (servicios 
médicos), el porcentaje de pacientes colonizados se mantuvo estable. Aunque el 
proyecto R-GNOSIS no se diseñó con el objetivo de evaluar la transmisión de las EPC, 
nuestros datos indican que el aislamiento de los portadores fecales de E-BLEE podría 
tener un efecto indirecto protector sobre la adquisición de EPC, ayudando a contener su 
incidencia. Algunos estudios han demostrado que las medidas para la prevención y 
control de la infección, particularmente la higiene de manos, son un factor clave para 
impedir la diseminación de las EPC en los hospitales [197]. La puesta en marcha de 
medidas, como el aislamiento de contacto y la disposición de personal especializado, ha 
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resultado efectiva para contener brotes tanto en hospitales como en centros de cuidados 
sanitarios [156,198–200].  
Sin embargo, a pesar de las medidas de control y prevención de la infección, en la 
última década la prevalencia de portadores fecales de EPC, tanto de individuos sanos 
como de aquellos con contacto sanitario, ha seguido aumentando de forma progresiva. 
En los hospitales españoles, varios estudios multicéntricos determinaron que entre 2009 
y 2013, K. pneumoniae (73.5%-85,6%), E. cloacae (6.8%-10.3%) y E. coli (1,7%-9%) 
eran las especies más aisladas, mientras que otras enterobacterias como K. oxytoca 
(2,5%-3,7%) o C. freundii (0,4%-2%) se encontraban de manera minoritaria 
[124,144,146]. Durante el estudio R-GNOSIS, la especie más frecuente entre las EPC 
recogidas fue K. pneumoniae, aunque con un porcentaje más bajo (53,5%) que en los 
estudios anteriores. K. pneumoniae es una enterobacteria muy diseminada en el medio 
hospitalario, por lo que se asocia generalmente a adquisición nosocomial y a brotes 
hospitalarios causados por clones epidémicos multirresistentes [31,32]. Por otro lado, el 
porcentaje de E. cloacae productor de carbapenemasa (11,1%) fue muy similar al de los 
estudios previos, mientras que encontramos una mayor prevalencia de aislados de         
E. coli (19,2%). Otras especies minoritarias como K. oxytoca (4%) y C. freundii (4,5%) 
también se detectaron en un porcentaje ligeramente superior al de estudios previos, y 
además, se encontraron otras enterobacterias poco frecuentes como Kluyvera spp. (3%), 
K. aerogenes (3%), C. koseri (0,5%) y Raoultella spp. (1%). Estos resultados pueden 
ser reflejo de una eficiente penetración de las carbapenemasas entre los miembros del 
orden Enterobacterales, como ocurrió anteriormente con los aislados productores de 
CTX-M [72,201,202]. Sin embargo, la distribución de estas especies no fue homogénea 
durante todo el periodo de estudio. Es de resaltar que la diversidad de especies entre los 
aislados EPC disminuyó significativamente entre el primer y el segundo periodo. Esta 
tendencia se atribuyó a un aumento progresivo de los aislados K.pneumoniae respecto al 
resto de especies. 
En un estudio reciente de Asensio y cols. se demostró la reducción de un brote 
hospitalario por K. pneumoniae monoclonal productora de CTX-M-15 tras la 
implementación de medidas de control y prevención [147]. E. coli productor de CTX-M 
es actualmente la enterobacteria productora de BLEE más prevalente en todo mundo. A 
diferencia de K. pneumoniae, la mayoría de estos aislados son de origen comunitario y 
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no mantienen un relación clonal [54,56,147,191]. En nuestro estudio, la diversidad de 
especies entre los aislados productores de BLEE no sufrió cambios relevantes a lo largo 
del tiempo. Como era de esperar, durante todo el tiempo de estudio la especie 
predominante fue E. coli (78,5%), seguido de K. pneumoniae (17%). La diversidad de 
especies de los aislados productores de BLEE recogidos en este trabajo no se vió 
afectada por las diferentes condiciones de hospitalización, lo que es consistente con la 
idea de que esta población de E-BLEE es posiblemente de origen comunitario.  
1.2.  Caracterización molecular de las EPC del proyecto R-GNOSIS 
En España, la primera descripción de una EPC fue en 2005 y se trató de dos aislados  
(K. pneumoniae y E. coli) productores de VIM-1 [122]. Durante los años siguientes, la 
prevalencia de EPC se mantuvo muy baja, inicialmente asociada a las enzimas VIM-1 y 
con posterioridad a KPC-2 [107]. Desde 2013, la rápida diseminación de las enzimas 
OXA-48 ha tenido un gran impacto en la epidemiología mundial, y desde entonces, su 
endecimidad en países del sur de Europa, como España, supone un grave problema de 
Salud Pública [17,108]. Entre 2009 y 2013, la enzima OXA-48 (68,8%-74,7%) fue la 
carbapenemasa predominante en los hospitales españoles, seguida de VIM-1 (22%-
25,3%), KPC-2 (2%-3,4%) e IMP (1,6%-2%) [124,144,146]. Un estudio reciente 
realizado en el norte de Madrid, muestra que entre las EPC causantes de infecciones de 
origen comunitario, las enzimas OXA-48 (83,3%) y VIM-1 (16,1%) son también las 
más frecuentes [188].  
Coincidiendo con lo recogido en la literatura en España, durante todo el estudio    
R-GNOSIS las enterobacterias productoras de OXA-48 fueron las más frecuentes 
(64,1%), seguido de las productoras de VIM-1 (26,8%). Entre los productores de    
OXA-48, K. pneumoniae (56,7%) y E. coli (25,2%) fueron las especies predominantes. 
La diversidad de especies entre la población productora de OXA-48 disminuyó 
significativamente en el segundo periodo y se atribuyó al aumento significativo de       
K. pneumoniae-OXA-48. En la bibliografía encontramos que K. pneumoniae-OXA-48 
ya era la EPC más frecuente en los hospitales españoles en 2013, pero con un porcentaje 
mucho mayor (86,7%) que en nuestro estudio (56,7%). Sin embargo, la prevalencia de 
aislados E. coli-OXA-48 fue preocupantemente superior en nuestra institución (25,2%) 
respecto a los datos recogidos en 2013 (9,2%) [124]. Entre la población de EPC-VIM-1 
de nuestro estudio, K. pneumoniae (41,5%) fue también la especie más frecuente, 
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seguida de E. cloacae (28,3%). Estos datos son ligeramente inferiores a los recogidos en 
2013 (44,8% K. pneumoniae-VIM-1, 29,9% E. cloacae-VIM-1) [124]. Por otra parte, la 
prevalencia de portadores de VIM-1 disminuyó al final del estudio, aunque de nuevo la 
incidencia de K. pneumoniae-VIM-1 en el segundo periodo aumentó significativamente 
respecto a las demás especies. 
Durante este estudio no se detectó ninguna enterobacteria productora de IMP. Las 
enzimas IMP se han detectado con muy baja frecuencia en nuestro país, y únicamente 
en regiones como Madrid, Guadalajara y Vizcaya [124]. En el segundo periodo se 
detectó un brote en el servicio de Neurocirugía por aislados K. pneumoniae productores 
de NDM-1 (5%), que se asoció con el ingreso de un paciente de origen pakistaní que 
había recibido atención sanitaria en su país. En nuestro país, se han detectado muy 
pocos casos de enterobacterias productoras de enzimas NDM y normalmente se han 
vinculado a contactos con regiones endémicas [18]. Por otro lado, se detectó un 
porcentaje muy bajo de EPC-KPC-3 (3,5%), mientras que la enzima KPC-2 se 
identificó solamente en un aislado de C. freundii, que también era productor de VIM-1. 
Coincidiendo con estos resultados, estudios previos han demostrado que las enzimas 
KPC-3 son predominantes respecto a las KPC-2 en nuestro hospital [115,117]. 
 Uno de los principales factores responsables de la elevada dispersión de las 
carbapenemasas ha sido su transmisión mediante diversos elementos genéticos 
transferibles, que con frecuencia portan otros mecanismos de resistencia, como las 
BLEE y las β-lactamasas AmpC [78,137,203]. El 55,5 % de los aislados EPC de nuestro 
estudio fueron coproductores de BLEE, siendo las enzimas de la familia CTX-M y en 
concreto CTX-M-15 las más prevalentes, al igual que se ha demostrado en estudios 
previos [124]. CTX-M-14 y otras variantes del grupo 9, fueron las BLEE predominantes 
en nuestro hospital, hasta la emergencia y diseminación de la enzima CTX-M-15 
[52,69,204]. Los aislados de K. peumoniae productores de OXA-48+CTX-M-15 fueron 
los más prevalentes durante el estudio R-GNOSIS (29,3%). Esta asociación entre   
OXA-48 y CTX-M-15 ha sido ampliamente comunicada por otros grupos [137,205]. 
Las enzimas OXA-48 tienen un perfil hidrolítico muy reducido, y la coproducción de 
BLEE, como la CTX-M-15, le proporciona un mayor perfil de resistencia [48].  
En relación a los perfiles de sensibilidad, un estudio multicéntrico de 2013 
describió que las tasas de resistencia a los antibióticos carbapenems entre las EPC eran 
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del 32,4% para imipenem, 25,3% para meropenem y 92,9%  para ertapenem [124]. En 
nuestro estudio el carbapenem más afectado fue también el ertapenem (93,9%), que 
mostró valores muy similares a los de 2013. Sin embargo, los porcentajes de resistencia 
de nuestros aislados a imipenem (44,4%), y especialmente a meropenem (60,9%), 
fueron superiores a los indicados en la literatura. La diferencia observada entre ambos 
carbapenémicos podría estar relacionada con la distinta metodología empleada para 
cada uno de ellos en el estudio de sensibilidad (microdilución para imipenem y tiras en 
gradiente para meropenem).  
En este estudio, se han observado importantes diferencias en la actividad de los 
carbapenémicos en función del tipo de carbapenemasa. De esta forma, los aislados 
productores de NDM-1 fueron los que presentaron mayores porcentajes de resistencia a 
los tres carbapenems, seguidos de las EPC-KPC-3 y las EPC-VIM-1. Las EPC-OXA-48 
mostraron tasas de resistencia inferiores que las anteriores (29,9% a imipenem, 55,9% a 
meropenem y 99,2% a ertapenem). De nuevo, estos porcentajes difieren de los 
encontrados para esta enzima en la bibliografía, que muestran las mismas tasas de 
resistencia a ertapenem (95,9%-100%), pero inferiores a imipenem (13,5%-25,2%) y 
meropenem (20%-22,1%) [124,144]. En general, las tasas de corresistencia a otros 
antimicrobianos como quinolonas, aminoglucósidos y fosfomicina fueron altas. Los 
antibióticos que mostraron mayores porcentajes de sensibilidad fueron colistina 
(99,5%), amikacina (90,9%) y tigeciclina (90,9%). En otras publicaciones también se ha 
descrito que la colistina (75,2%-95,5%), la amikacina (81,3%-85,3%) y la tigeciclina 
(67,8%-71%) son los antibióticos que conservan una mayor actividad frente a las EPC 
detectadas en los hospitales españoles [124,146,206].  
La adquisición y transmisión de clones epidémicos bien adaptados al medio 
hospitalario, ha sido uno de los factores determinantes para la exitosa diseminación 
mundial de las carbapenemasas entre los miembros del orden Enterobacterales. Nuestro 
estudio reveló que entre especies menos frecuentes, como E. cloacae complex,              
K. oxytoca y C. freundii, había una amplia variabilidad genética, que se tradujo en una 
alta diversidad clonal. El papel de otras enterobacterias bien adaptadas al medio 
hospitalario, como K. pneumoniae, ha sido determinante en la emergencia y 
diseminación de los distintos tipos de carbapenemasas por parte de estas otras especies 
de enterobacterias.  
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Entre 2009 y 2013, en los hospitales españoles los principales clones de                  
K. pneumoniae eran ST11, ST405 y ST15, y se asociaban principalmente a la 
producción de las enzimas OXA-48 y VIM-1 [124,144,146]. De forma minoritaria se 
identificaban otros clones como ST307-OXA-48/OXA-245, ST101-KPC-2 o ST437-
OXA-245 [144,207,208]. ST11-OXA-48/VIM-1, ST405-OXA-48, ST15-OXA-
48/VIM-1 y ST307-OXA-48, han sido también detectados causando infecciones en 
hospitales de nuestra región [143], incluso en unidades de cuidados intensivos (UCI) 
[207] y unidades neonatales [148]. Estos clones epidémicos de K. pneumoniae 
productores de carbapenemasas han sido también identificados en hospitales de otros 
países europeos, como Francia [209], Bélgica [210], Grecia [211], Hungría [212], y 
Bulgaria [213], entre otros.  
Durante nuestro estudio, el clon ST11 de K. pneumoniae fue el más prevalente en 
todos los servicios. Numerosas publicaciones indican que el clon ST11-OXA-48 es el 
más diseminado en los hospitales españoles y que se encuentra frecuentemente asociado 
a la coproducción de CTX-M-15 [214]. En estudios previos realizados en nuestra 
región, ST11 ha sido también relacionado con la producción de otras carbapenemasas, 
como VIM-1, KPC-2 y OXA-244/OXA-245 [124,144,208,214]. En otras partes del 
mundo, este clon se ha identificado como portador de otras enzimas metalo-β-
lactamasas como NDM-1 y VIM-4 [16]. Sin embargo, en nuestro estudio, ST11 se 
asoció únicamente a la producción de OXA-48+CTX-M-15. Otros clones con OXA-48 
como ST307, ST15, ST405 y ST392, se detectaron en una proporción muy baja entre 
nuestros pacientes. En la literatura, el clon ST405 se ha asociado únicamente con 
enzimas del grupo OXA-48 (OXA-48 y OXA-245), y hasta 2013 se encontró 
ampliamente diseminado en nuestra región, originando importantes brotes hospitalarios 
[143,145,148]. Hasta 2014, ST405-OXA-48 también fue el clon predominante en 
nuestra institución (datos no publicados). Sin embargo, entre los pacientes de nuestro 
estudio únicamente se detectaron dos casos. Esto da consistencia a una publicación de 
Paño-Pardo y cols., que describe el desplazamiento de ST405-OXA-48 por el clon 
ST11-OXA-48 a partir del año 2013 [188]. El multicéntrico de Palacios-Baena y cols. 
[146], demostró que la adquisición del clon ST11 era más frecuente en el ámbito 
nosocomial, mientras que la del clon ST405 se asocia principalmente a cuidados 
sanitarios. Por otro lado, en España, el clon ST15 se ha encontrado principalmente 
asociado a la producción de VIM-1 [144] y en menor proporción a enzimas del grupo 
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OXA-48 [124,145,215]. En nuestro estudio ST15 se encontró mayoritariamente entre la 
población con OXA-48.  
La emergencia de clones productores de OXA-48 con bajo número de 
representantes en los últimos meses del estudio se tradujo en una disminución 
significativa de la incidencia del clon ST11-OXA-48 en el segundo periodo. La exitosa 
diversificación de la enzima OXA-48 entre distintos clones de K. pneumoniae es 
evidente, y nuestros datos sugieren que el aumento de la diversidad clonal de la 
población de K. pneumoniae-OXA-48 es responsable del aumento de la diversidad 
clonal total de la especie a lo largo del estudio. Esta tendencia se observó en todos los 
servicios, excepto en Neurocirugía, donde probablemente la emergencia de los clones 
C-ST101 y H-ST437 productores de NDM-1 habría impedido la emergencia de estos 
nuevos clones OXA-48.  
Entre los pacientes de este estudio, E. coli fue la segunda especie predominante. La 
mayoría de estos aislados fueron clones productores de OXA-48. En los hospitales 
españoles, se ha encontrado una amplia variedad de clones E. coli (ST10, ST23, ST410, 
ST2531, ST68, ST69, ST156, entre otros) productores de carbapenemasas, 
especialmente OXA-48 [124,137,144,146,215]. El clon de alto riesgo ST131 productor 
de carbapenemasas (OXA-48 y VIM-1) ha sido descrito en algunos de estos estudios 
como el más frecuente, con una incidencia que va desde el 16,5% al 26% 
[124,146,149]. La prevalencia del clon ST131 productor de CTX-M-15 es preocupante 
en nuestra institución [75], sin embargo, al menos durante nuestro estudio, no se ha 
detectado asociado a la producción de carbapenemasas. El clon más prevalente en este 
trabajo fue el clon ST10 productor de OXA-48, agrupado dentro del CC10. Este clon ha 
sido previamente asociado en el ámbito hospitalario con la producción de 
carbapenemasas de tipo OXA-48 y VIM-1 [137,144,149], y previamente a la 
diseminación de enzimas CTX-M [69,216].  
En general, la diversidad clonal de E. coli y de E.coli-OXA-48 se mantuvo muy 
elevada durante todo el estudio, aunque observamos que tendió a disminuir con el paso 
del tiempo. El único factor que pudo influir en esta tendencia fue la emergencia del clon 
ST10-OXA-48. Estos aislados se detectaron al final del estudio en el servicio de 
Gastroenterología, lo que pone de manifiesto la posible transmisión interpaciente de 
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este clon. Con una baja frecuencia se detectaron los clones ST453-OXA-48 y ST354-
OXA-48, mientras que el resto de clones tuvieron un único representante.  
Durante este estudio, no solo reportamos un incremento de la prevalencia de E. coli 
entre la población de EPC, también se describe la emergencia de un clon productor de 
OXA-48 bien adaptado al ámbito hospitalario y asociado a la diseminación de enzimas 
CTX-M. Este evento coincide en el tiempo con la diversificación de OXA-48 en la 
especie K. pneumoniae. Nuestros datos sugieren que la coexistencia de clones 
persistentes y altamente transmisibles, como ST11-OXA-48-K. pneumoniae, pueden 
conducir a una adquisición casual de OXA-48 por parte de otras especies de 
enterobacterias circulantes. La diseminación de esta carbapenemasa a través de clones 
epidémicos y no epidémicos de E. coli puede desencadenar la diseminación y el 
establecimiento OXA-48 en la comunidad, como sucedió anteriormente con las enzimas 
CTX-M-15.  
A pesar de las medidas de control y prevención de la infección por EPC llevadas a 
cabo, el aumento de la diseminación policlonal de OXA-48 entre diferentes especies de 
enterobacterias, especialmente E. coli y K. pneumoniae, y la coexistencia de estos 
clones con otras EPC, dibuja una epidemiología compleja y preocupante en nuestro 
hospital. El refuerzo e implementación adecuada de las medidas de prevención y control 
de la infección, así como el desarrollo de programas de vigilancia activa para detectar la 
colonización, son necesarios para prevenir la diseminación global de estas EPC, tanto en 
los hospitales como en la comunidad. 
2. Cocolonización por enterobacterias productoras de OXA-48, VIM-1 y 
KPC-3 
Durante el estudio R-GNOSIS se detectó un 14,2% de pacientes cocolonizados por dos 
o tres especies diferentes de enterobacterias productoras OXA-48, VIM-1 o KPC-3, 
pudiendo ser este hecho relevante para la dispersión y persistencia de las EPC, sobre 
todo en pacientes con ingresos prolongados. En este sentido, se ha descrito que los 
ingresos hospitalarios prolongados, los ingresos previos y la colonización previa por 
otros patógenos resistentes, son factores de riesgo para la colonización por EPC 
[33,160,188]. En nuestro trabajo, los pacientes cocolonizados tuvieron ingresos más 
largos que los colonizados por una sola EPC. Además, el tiempo transcurrido hasta la 
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detección de la primera colonización fue significativamente inferior en los pacientes 
cocolonizados (3 días) que en los colonizados (11 días). Hay que tener en cuenta que en 
el 61% de los casos, la cocolonización se detectó en la primera muestra positiva, aunque 
la mayoría de estos pacientes habían tenido ingresos previos en nuestra institución 
(71,4%) o en otros centros (14,3%). En 2011, Schechner y cols. publicaron que el uso 
de fluoroquinolonas, los ingresos previos en otros centros sanitarios y los reingresos en 
menos de 3 meses desde la primera detección de una EPC, son factores que contribuyen 
a la persistencia de la colonización con EPC [217]. Se estima que el tiempo medio de 
colonización por una EPC es de 3 meses, aunque en algunos casos puede ser más de un 
año, incrementando el riesgo de infección y de adquisición de otros microorganismos 
multirresistentes [33]. También se ha descrito que la colonización del hospedador tiene 
un papel fundamental en las posibles infecciones producidas por EPC [34,151,152]. En 
nuestro trabajo, aunque no se encontraron diferencias significativas, el porcentaje de 
pacientes que desarrolló infección por EPC fue mayor en el subgrupo de pacientes 
cocolonizados. Nuestros datos sugieren, que los ingresos previos y prolongados podrían 
aumentar la probabilidad de cocolonización por EPC y que además la cocolonización 
podría aumentar la frecuencia de infección por estas EPC.  
Como hemos comentado en el primer capítulo y coincidiendo con la literatura 
[124,144,146], K. pneumoniae productora de OXA-48 fue el microorganismo más 
prevalente entre los pacientes del estudio R-GNOSIS. El análisis que se recoge en este 
capítulo reveló que la cocolonización por enterobacterias productoras de OXA-48 fue la 
más frecuente. Además, K. pneumoniae y E. coli fueron las especies predominantes 
(87%), mostrando ambas una incidencia mucho mayor en este subgrupo de pacientes 
que entre los pacientes colonizados por una única EPC, especialmente E. coli. Como era 
de esperar, la cocolonización por K. pneumoniae y E. coli productores de OXA-48 fue 
la combinación más frecuente (74%). En 15 pacientes se detectaron creciendo 
simultáneamente en el mismo cultivo, aunque en 4 de ellos se detectó colonización 
previa por K.pneumoniae-OXA-48. Nuestros datos sugieren que la cocolonización es 
más probable si hay una colonización previa por K. pneumoniae productora de        
OXA-48, y que la colonización por E. coli-OXA-48 se produce mayoritariamente como 
un evento de transferencia plasmídica in vivo junto con otras EPC-OXA-48, 
particularmente K. pneumoniae. 
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La transferencia interespecie de los genes blaCarbapenemasa es un evento frecuente que 
ha facilitado, en parte, la exitosa diseminación de estas enzimas y que contribuye a la 
emergencia de clones multirresistentes cada vez mejor adaptados al medio hospitalario 
[16,215]. Desde su emergencia, OXA-48 se ha asociado en gran medida a la 
diseminación de plásmidos IncL de ~60 kb relacionados con el plásmido IncL/M-
pOXA-48a descrito por Poirel y cols. en 2012 [136,141,142]. En este trabajo 
describimos la transferencia horizontal de blaOXA-48 a través de distintas especies de 
enterobacterias, principalmente K. pneumoniae y E. coli, mediante la diseminación de 
un único plásmido pOXA-48 IncL de ~60 kb relacionado con el anteriormente descrito. 
A pesar de que estos aislados K. pneumoniae-OXA-48 se asociaron frecuentemente a la 
producción de CTX-M-15, la transferencia del gen blaCTX-M-15 por este plásmido   
pOXA-48 se demostró solo en dos ocasiones. Estos datos son consistentes con lo 
encontrado en la literatura, ya que pOXA-48a no suele asociarse a otros genes de 
resistencia [139,142,145,214,215] y la diseminación de genes blaCTX-M en estos 
plásmidos junto a OXA-48 ocurre con muy baja frecuencia [141,218]. 
En nuestra región, el papel de determinados clones epidémicos de K. pneumoniae 
como ST11, ST307 o ST405 parece fundamental en el mantenimiento y propagación de 
estos plásmidos altamente transferibles [145,158,214]. En nuestro estudio, se detectó 
una elevada clonalidad entre los aislados de K. pneumoniae implicados en casos de 
cocolonización. El clon de alto riesgo ST11-OXA-48 se aisló en el 40% de los 
pacientes, el clon ST15-OXA-48 en el 15% y el clon ST307-OXA-48 en el 10%. Hay 
que destacar que ST11-OXA-48 se detectó mayoritariamente en el primer cultivo 
realizado y que su persistencia se demostró en todos los casos en los que se recogieron 
muestras sucesivas. Entre la población de E. coli, aunque el clon emergente ST10-
OXA-48 se identificó en el 20% de los pacientes cocolonizados, el resto de aislados 
mostraron una alta diversidad clonal. Nuestros resultados sugieren que la alta 
prevalencia de clones epidémicos y persistentes de K. pneumoniae podría favorecer la 
adquisición de estos plásmidos IncL/M-pOXA-48a por parte de aislados no epidémicos 
de E. coli. En la bibliografía encontramos otros casos de cocolonización en los que se 
sugiere la  transferencia intrapaciente de blaOXA-48 a través de plásmidos IncL o IncL/M 
de ~60-63 kb, desde clones hospitalarios de K. pneumoniae a aislados no clonales de    
E. coli [158,219–221]. No obstante, algunas publicaciones han comunicado la presencia 
de estos plásmidos pOXA-48 en aislados E. coli pertenecientes al clon de alto riesgo 
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ST131 [150,218]. Como hemos comentado anteriormente, la prevalencia de 
colonización/infección por E. coli-BLEE-ST131 en nuestro hospital es elevada [75], de 
manera que su coexistencia con EPC portadoras de este plásmido pOXA-48 altamente 
transferible, podría aumentar el riesgo de propagación e infección por estas 
enterobacterias multirresistentes. 
Por otra parte, en nuestro estudio también describimos la transferencia interespecie 
de otros genes de carbapenemasas. Por un lado, detectamos dos casos de cocolonización 
por EPC-VIM-1, en los que se localizó un plásmido pVIM-1 IncL de ~60 kb muy 
relacionado con pOXA-48. En la literatura encontramos que los plásmidos IncL/M se 
han identificado como reservorio de otros genes de carbapenemasa como NDM-1, 
CTX-M-3, KPC-4 e IMP-4, pero no VIM-1 [222,223]. Además, en 2012, Gijón y cols. 
demostraron que la transferencia de VIM-1 entre portadores fecales de EPC en nuestra 
institución se asociaba a plásmidos IncN e IncHI2 [121]. En otro paciente describimos 
la transferencia interespecie de un plasmido IncN de ~60 kb portador de KPC-3, no 
relacionado con los anteriores. Coincidiendo con estos datos, en nuestro hospital, los 
genes blaKPC-3 caracterizados en trabajos previos han sido mayoritariamente asociados a 
plásmidos IncN e IncFIIK de E. coli y K.pneumoniae [115,117].  
Nuestros datos sugieren que E. coli es potencialmente el principal receptor de 
pOXA-48 y que los clones epidémicos de K. pneumoniae bien adaptados al ámbito 
hospitalario, como ST11-OXA-48, pueden ser el principal reservorio de este plásmido. 
El riesgo de que estos plásmidos pOXA-48 se diseminen en la comunidad a través de 
clones epidémicos y no epidémicos de E. coli supone una grave amenaza para nuestros 
sistemas de salud. Además, la coexistencia de este plásmido dominante pOXA-48 con 
otros plásmidos portadores de carbapenemasas puede facilitar el intercambio de material 
genético y contribuir a la adquisición casual de otras carbapenemasas, como VIM-1 y 
KPC-3, que aumenten su perfil de multirresistencia. 
3. Primera descripción de aislados de Kluyvera spp. productores de OXA-48 y 
CTX-M-213 
En este trabajo se describe por primera vez la colonización rectal de seis pacientes con 
un clon de Kluyvera spp. productor de OXA-48 y portador en el cromosoma de una 
nueva variante de CTX-M, anotada como CTX-M-213.  
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El género Kluyvera se clasifica dentro de la familia Enterobacteriaceae, incluida en 
el orden Enterobacterales. Las especies de este género comparten características 
microbiológicas con el resto de las enterobacterias y se consideran parte de la 
microbiota intestinal humana, causando infección como patógenos oportunistas 
[20,224]. Las infecciones causadas por las bacterias del género Kluyvera afectan 
mayoritariamente al tracto urinario aunque también se han descrito bacteriemias e 
infecciones de piel y tejidos blandos [225–228]. En la bibliografía hay muy pocos 
trabajos en los que se comunique la  colonización rectal por Kluyvera  spp. [225,229]. 
Algunas de ellas, como K. ascorbata, han sido también identificadas en distintas 
muestras ambientales como suelo, agua, aguas residuales y alimentos de procedencia 
animal [224]. En este estudio, se recogieron seis aislados de Kluyvera spp. procedentes 
de colonización rectal que en ningún caso se relacionaron con anterioridad o 
posterioridad a su detección con el desarrollo de un cuadro clínico. En uno de los 
pacientes, la colonización por Kluyvera spp.-OXA-48 se detectó en las primeras 48 h de 
hospitalización, aunque dicho paciente había tenido ingresos previos en nuestro 
hospital, mientras que en los cinco casos restantes la adquisición se produjo durante el 
ingreso. Los aislados fueron recogidos en 3 servicios distintos del hospital y en periodos 
de tiempo muy alejados, por lo que no se pudo establecer una relación epidemiológica 
entre los casos. Sin embargo, todos los aislados mostraron el mismo perfil de campo 
pulsado, sugiriendo una transmisión intrahospitalaria de este clon. Estos resultados 
ponen de manifiesto la capacidad de Kluyvera spp. de persistir en el medio ambiente y 
su posible papel como reservorio nosocomial de genes de resistencia.  
Es de resaltar que las diferentes técnicas empleadas en la identificación a nivel 
de especie de estos aislados de Kluyvera spp. no fueron concluyentes. La identificación 
realizada mediante espectrometría de masas (MALDI-TOF MS) permitió clasificar los 
aislados a nivel de género pero no a nivel de especie, siendo K. ascorbata la que mostró 
un mayor grado de identidad en todos los casos. Se han descrito otros casos de 
enterobacterias, como el complejo E. cloacae, en los que esta técnica no permite 
identificar a nivel de especie [230]. Hay que tener en cuenta que la técnica MALDI-
TOF se basa en la comparación de perfiles espectrales con una base de datos construida 
a partir de cepas de referencia [231], y que la categorización incorrecta de las cepas que 
conforman estas bases de datos podría dar lugar a identificaciones poco fiables. Por otra 
parte, la identificación mediante amplificación y secuenciación del ARNr 16S tampoco 
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resultó discriminativa a nivel de especie, obteniendo un 100% de identidad tanto para    
K. ascorbata como para K. georgiana. Asimismo, la comparación del core genome 
obtenido a partir de KA2 y los genomas disponibles en la base de datos mostró una 
mayor relación evolutiva de nuestra cepa con K. georgiana que con otras especies de 
Kluyvera. Además, una publicación reciente ha sugerido que la cepa K. ascorbata 
WCH1410 podría estar erróneamente identificada y tratarse de un aislado de                 
K. georgiana [232]. Nuestro análisis filogenético fue consistente con esta idea, ya que 
situó a esta cepa en la misma rama que el resto de aislados de K. georgiana de la base 
de datos. Algunos estudios comparativos han demostrado que la secuenciación completa 
de los genomas aporta ventajas respecto a la secuenciación del ARNr 16S, tanto en la 
identificación de especies, como en detección de diversidad y predicción de genes 
[233]. Los resultados de este trabajo indican que sería necesario realizar una 
reclasificación de las distintas especies del género Kluyvera, y que la utilización de 
herramientas de secuenciación masiva puede ayudar a rectificar las bases de datos 
disponibles e indirectamente aumentaría la sensibilidad de las técnicas rápidas de 
identificación de las que disponen actualmente los laboratorios.  
Las especies del género Kluyvera son consideradas el progenitor natural de las 
enzimas CTX-M. El origen de los grupos CTX-M-1 y CTX-M-2 parece estar 
relacionado con K. ascorbata, mientras que los grupos CTX-M-8, CTX-M-9 y        
CTX-M-25 se cree que han evolucionado a partir de genes de K. georgiana [59–62,64]. 
La nueva variante CTX-M-213 difiere de CTX-M-13 en una única sustitución 
aminoacídica en la posición 56 (Lys-K-Glu). CTX-M-13 es una enzima poco frecuente 
del grupo 9, descrita por primera vez en el año 2002 en un aislado de K. pneumoniae 
[234]. Se ha demostrado que la movilización del gen blaCTX-M desde el cromosoma de 
especies del género Kluyvera a otras enterobacterias, tiene lugar a través de mecanismos 
de transferencia en los que están implicados diferentes plataformas genéticas [52,201]. 
Los elementos de la familia ISEcp1 están implicados en la movilización de CTX-M-15, 
CTX-M-14, CTX-M-3, CTX-M-9 y CTX-M-13, entre otros, y también actúan como 
promotores de su expresión [63,234,235]. ISCR1 se ha encontrado asociado a 
integrones de clase 1 y se ha relacionado principalmente con la movilización de genes 
blaCTX-M-9 [66,70]. También se ha descrito la asociación de otros elementos genéticos 
como IS26 con distintos genes blaCTX-M [236,237]. En nuestro caso, no se encontró 
ninguna de estas estructuras genéticas en el entorno genético de blaCTX-M-213. El análisis 
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del genoma completo del aislado KA2, mostró que CTX-M-213 se sitúa en una región 
muy conservada del cromosoma del género Kluyvera, considerada la fuente natural del 
gen constitutivo blaCTX-M. El hecho de que esta región se haya localizado con un 99% de 
similitud en plásmidos portadores de otras variantes CTX-M localizados en diversas 
especies de enterobacterias [R. planticola pKnNDM1 (NC 023911), E. cloacae 
pMRVIM0813 (KP975077.1), E. cloacae pQC (DQ108615.1) y E. coli pMSP071 
(AF174129.3)] sugiere que esta región cromosómica podría ser movilizada desde 
Kluyvera spp. a otras plataformas genéticas mediante diferentes eventos de 
recombinación. 
Los primeros estudios de sensibilidad antimicrobiana realizados con especies del 
género Kluyvera mostraron que estos aislados eran sensibles a ampicilina, amoxicilina-
ácido clavulánico, ticarcilina, cefalotina, cefoxitina y cefotaxima [238]. Posteriormente 
se publicaron estudios que demostraron que K. ascorbata puede presentar resistencia a 
ampicilina y cefalosporinas de primera y segunda generación y que esta resistencia está 
mediada por la producción de la enzima CTX-M [62]. Estos genes blaCTX-M 
cromosómicos son débilmente expresados en su contexto original y requieren la 
presencia de un promotor (normalmente asociados a secuencias de inserción) para 
aumentar los valores de CMI y ser considerados fenotípicamente resistentes [201]. En 
los estudios de Sarria y cols. y Carter y cols. aproximadamente el 50% de los aislados 
recogidos del género Kluyvera eran resistentes a ampilicina, cefalosporinas de primera y 
segunda generación y ticarcilina [225,226]. En nuestro trabajo, todos los aislados 
mostraron resistencia a ampicilina, amoxicilina-ácido clavulánico, cefalotina, cefazolina 
y cefuroxima. Además, excepto el aislado KA4, todos fueron resistentes a ceftazidima y 
cefotaxima. A pesar de que los seis aislados eran productores de OXA-48, la actividad 
frente a estas cefalosporinas fue atribuida a la expresión de CTX-M-213, ya que OXA-
48 hidroliza las penicilinas y carbapenems pero no las cefalosporinas de espectro 
ampliado como la ceftazidima y la cefotaxima [105]. La caracterización fenotípica de la 
nueva variante a través de la obtención de clones E. coli-DHA5α con pCTX-M-213, 
confirmó que CTX-M-213 era responsable de la resistencia a cefotaxima, pero no a 
ceftazidima. Estos datos eran de esperar, ya que la mayoría de las enzimas CTX-M se 
caracterizan por tener mayor actividad sobre cefotaxima que sobre ceftazidima [58]. 
Otros grupos han publicado resultados parecidos con la descripción de otras nuevas 
variantesde blaCTX-M [64,239]. Por el contrario, la enzima CTX-M-13 obtenida por 
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mutagénesis desde CXT-M-213, presentó actividad hidrolítica frente a cefotaxima y 
ceftazidima y unos valores de CMI en el rango de la resistencia para cefepime y 
amoxicilia-ácido clavulánico, mientras que la variante   CTX-M-213 fue sensible a 
ambos antibióticos.  
Como era de esperar, ni la cefoxitina ni los antibióticos carbapenémicos se vieron 
afectados por la actividad de CTX-M-213 y CTX-M-13. Nuestros resultados sugieren 
que el aminoácido Lys de la posición 56 podría ser crítico para actividad hidrolítica de 
CXT-M-13. En general, la presión antibiótica ha desempeñado un papel relevante en la 
evolución de las enzimas CTX-M movilizadas. El uso de la ceftazidima ha sido 
determinante en la aparición de nuevas variantes que han mejorado y ampliado su 
actividad hidrolítica contra este antibiótico [57,201], como podría ser el caso de      
CTX-M-13.  
La exitosa diseminación interespecie de las distintas enzimas CTX-M mediante 
transferencia lateral de elementos genéticos móviles ha sido también un factor 
responsable de la endemicidad de estas BLEE en un gran número de países [52,240]. 
Hoy en día, se está describiendo un escenario muy similar con la aparición y 
propagación mundial de las EPC [16,131]. Como hemos visto, durante este estudio la 
incidencia de colonización por EPC fue del 2%. Coincidiendo con estudios previos 
realizados en hospitales españoles, las especies más frecuentes fueron K. pneumoniae, 
E. coli y E. cloacae, mientras que la prevalencia de otras especies como C. freundii,     
K. oxytoca o K. aerogenes se mantuvo muy baja [124,144]. En este trabajo 
comunicamos la primera descripción de una especie del género Kluyvera productora de 
la carbapenemasa OXA-48. Cabe destacar que en dos de los pacientes también se 
recogieron otras enterobacterias (K. pneumoniae,  E. coli y R. ornithinolytica) 
portadoras de plásmidos pOXA-48 relacionados con los encontrados en Kluyvera spp. 
Como sucedió con los genes blaCTX-M, la transferencia lateral mediada por plásmidos es 
uno de los factores responsables de la diseminación interespecie de los genes 
codificadores de carbapenemasas [16]. El plásmido pOXA-48a descrito por Poirel y 
cols. [142] está desempeñando un papel esencial en la aparición y diseminación del gen 
blaOXA-48 en diferentes especies de la familia Enterobacteriaceae [150,215]. El      
pOXA-48 descrito en este Capítulo representa el primer plásmido completamente 
secuenciado de Kluyvera spp. portador del gen blaOXA-48. Se trata de un plásmido IncL 
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de ~63,5 kb relacionado con el pOXA-48a previamente descrito. Este plásmido 
transporta también mecanismos de defensa, como sistemas de restricción-modificación 
y toxina-antitoxina, que ayudan a su mantenimiento en la célula huésped y a otras 
funciones esenciales, como la replicación, la recombinación y la conjugación. 
Con la secuenciación completa de KA2 se encontró un nuevo plásmido IncFII de 
~177 kb, pKA2_2, en el que se localizaban genes de resistencia a aminoglucósidos y 
sulfonamidas (aadA2 y sul1) en un integrón de clase 1 y otros genes con funciones 
implicadas en el metabolismo y defensa de la cepa (genes de resistencia a metales 
pesados ybombas de expulsión). pKA2_2 compartió una alta similitud con plásmidos 
presentes en R. ornithinolytica y C. freundii con multitud de secuencias de inserción, lo 
que sugiere una diseminación y recombinación de pKA2_2 entre diferentes especies de 
enterobacterias. Finalmente, se encontró un tercer plásmido IncQ de ~9 kb (pKA2_3) 
portador de FOX-8, una β-lactamasa de tipo AmpC habitualmente localizada en 
plásmidos. Las β-lactamasas plasmídicas de tipo AmpC tienen una prevalencia baja y 
suelen estar asociadas a otros mecanismos de resistencia como BLEE o carbapenemasas 
[78–80]. El gen blaFOX-8 se detectó únicamente en KA2 y su transformante. KA2TM fue 
el único transformante que mostró resistencia a las cefalosporinas de tercera generación, 
y se atribuyó a la actividad combinada de los genes blaFOX-8 y blaOXA-48. La presencia en 
EPC de otros genes de resistencia como blaFOX-8, aadA2 y sul1, facilita la coselección 
de estos aislados multirresistentes y favorece su mantenimiento y propagación en el 
ámbito hospitalario. 
El establecimiento de clones epidémicos de K. pneumoniae y E. coli productores de 
OXA-48, junto con la adquisición mediada por plásmidos de esta carbapenemasa por 
parte de otros patógenos multirresistentes esporádicos, como Kluyvera spp., pone de 
manifiesto la exitosa diversificación de OXA-48 en el entorno hospitalario y en la 
microbiota intestinal humana. 
4. Brote por K. pneumoniae productora de NDM-1, CTX-M-15 y DHA-1 
Durante el último semestre del estudio R-GNOSIS se detectó un brote en el Servicio de 
Neurocirugía producido por dos clones diferentes de K. pneumoniae productores de 
NDM-1, CTX-M-15 y DHA-1. Se trataba de la primera descripción en nuestro hospital 
de enterobacterias productoras de NDM-1.   
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Desde su aparición en 2009, la carbapenemasa NDM-1 se ha diseminado en todo el 
mundo a una velocidad inusitada. En la actualidad se considera endémica en el 
subcontinente Indio, los Balcanes y Oriente Medio [111,126]. Uno de los principales 
factores de riesgo para la adquisición de enterobacterias productoras de NDM-1 son los 
viajes a estas regiones, tanto por turismo como por asistencia sanitaria [101,162,241–
243]. En España, la diseminación de enterobacterias productoras de NDM se ha 
limitado a brotes hospitalarios esporádicos [17] y en la mayoría de los casos se ha 
establecido un vínculo con el subcontinente Indio. En 2011 se detectó el primer caso, un 
aislado E. coli productor de NDM-1 procedente de un paciente que había viajado a la 
India y que presentaba diarrea del viajero [242]. En 2012, se aisló una K. pneumoniae 
productora de NDM-1 en un absceso abdominal procedente de un paciente que había 
estado previamente hospitalizado en la India por una peritonitis [243]. En 2013 se 
identificó un nuevo caso de colonización con K. pneumoniae portadora de NDM-1, 
también relacionado con la India [244]. En el mismo año, se llevó a cabo un estudio que 
demostró la diseminación interhospitalaria de un clon de K. pneumoniae productor de 
NDM-7 (ST437) en 7 pacientes ingresados en 3 hospitales de Madrid. En este caso, el 
único vínculo con regiones endémicas fue a través de un familiar sano de uno de los 
pacientes [245]. Ruppé y cols describieron en 2014 que la colonización de personas 
sanas por estas EPC-NDM puede durar menos de un mes desde el retorno de la zona 
endémica, pero constituye un importante factor de riesgo para la transmisión y 
diseminación de estas EPC [162].  
En nuestro trabajo, el paciente índice fue un hombre de origen pakistaní, residente 
en España, pero que había recibido atención sanitaria en su país de origen tras sufrir un 
accidente de tráfico. El paciente fue trasladado a nuestro hospital en agosto de 2015, 
aunque la colonización por EPC-NDM-1 no se detectó hasta 27 días después. Las 
primeras muestras rectales de este paciente fueron negativas, lo que sugiere que el 
tratamiento antibiótico recibido durante la hospitalización podría haber facilitado un 
proceso de selección de estas EPC. Además, dicho paciente presentó cocolonización por 
un segundo clon de K. pneumoniae productor de NDM-1, que no se detectó hasta 61 
días después del ingreso y que fue responsable del brote durante los siguientes meses. 
Se ha demostrado que el tratamiento antibiótico previo, especialmente con 
fluoroquinolonas y otras penicilinas antipseudomónicas, favorece la selección de          
K. pneumoniae productora de carbapenemasas [34,35,153,217]. Este paciente fue 
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tratado con ciprofloxacino las semanas previas a la detección del segundo clon 
productor de NDM-1, lo que también podría haber facilitado la diseminación 
intrapaciente de esta carbapenemasa. Asimismo, hay que señalar que los pacientes 
colonizados por EPC-NDM-1 tuvieron ingresos significativamente más prolongados y 
tardaron más tiempo en adquirir la EPC-NDM-1 que los colonizados por otras EPC.  
Aunque las principales vías de transmisión de las EPC son las manos del personal 
sanitario, los equipos sanitarios y las superficies ambientales también contribuyen a la 
diseminación de estos microorganismos multirresistentes [246]. Los nichos ambientales 
tienen un papel fundamental en la epidemiología de las carbapenemasas NDM, tanto en 
los hospitales como en la comunidad. Varios estudios han demostrado que el agua 
potable, las aguas residuales y el suelo pueden ser reservorios ambientales de 
enterobacterias productoras de NDM-1 en regiones endémicas [128,247–249]. En el 
estudio de Seara y cols. de 2014 también identificaron un posible reservorio ambiental 
en uno de los hospitales [245]. Durante nuestro brote, no se pudo demostrar la 
existencia de un foco ambiental, aunque no podemos descartar que estos 
microorganismos productores de NDM-1 pudieran haber persistido en las habitaciones 
donde permanecieron ingresados algunos de los pacientes. Además, hay que destacar 
que, a pesar de las medidas de control y prevención implementadas, en abril de 2016 y 
ya fuera del periodo de estudio del proyecto R-GNOSIS, se detectaron dos nuevos casos 
de colonización por K. pneumoniae productora de NDM-1 tras el reingreso de uno de 
estos pacientes. 
Por otra parte, las enzimas NDM se han detectado en una amplia variedad de 
enterobacterias, aunque los principales reservorios son K. pneumoniae y E. coli 
[101,127,130,132]. En nuestro estudio, todo indica que en el primer paciente tuvo lugar 
la transferencia in vivo de blaNDM-1 entre los clones H/ST437 y C/ST101 de                    
K. pneumoniae. Ambos clones han sido previamente descritos como portadores de 
OXA-48 y KPC-2 [137,144], aunque en este trabajo se describieron únicamente 
asociados a NDM-1. En la bibliografía encontramos que el clon ST101 había sido 
relacionado previamente con la enzima NDM-1 [132,250] y el clon ST437 con NDM-7 
[245], lo que indica su facilidad para la adquisición de este tipo de mecanismo de 
resistencia y refrendando su consideración como clones de alto riesgo. Otros clones 
epidémicos de K. pneumoniae (ST15 y ST11) y de E. coli (ST10, ST410 y ST131), 
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frecuentes en nuestra región y en nuestro hospital, también han sido asociados a NDM-1 
[132,250,251]. Afortunadamente, durante este brote no se detectó la transferencia de 
blaNDM-1 a estos clones de alto riesgo de K. pneumoniae, ni a otras especies de 
enterobacterias como E. coli.  
En general, la transferabilidad de NDM-1 se ha vinculado a diversos plásmidos 
conjugativos de distinto tamaño [101,127]. Estos plásmidos han sido clasificados 
mediante el esquema PBRT como IncN2, IncA/C, IncL/M, IncF, IncX, o IncH, aunque 
en ocasiones se ha tratado de plásmidos no tipables[132,250]. También se ha descrito 
que blaNDM-1 puede tener localización cromosómica, aunque con una frecuencia muy 
baja [127,132]. En este trabajo, el gen blaNDM-1 tuvo localización plasmídica en todos 
los aislados. En el primer clon (clon H/ST437) se identificó un plásmido de~100 kb que 
portaba tanto la NDM-1, como las otras β-lactamasas CTX-M-15 y DHA-1. Este 
plásmido no se pudo transferir a cepas isogénicas de E. coli, ni se pudo clasificar con el 
método PBRT. Por otro lado, en el clon C/ST101 se detectaron dos plásmidos, uno de 
~120 kb portador de NDM-1 (IncF) y otro de ~150 kb portador de CTX-M-15 y DHA-
1. En este caso, pudimos obtener transconjugantes con pNDM-1 que nos permitieron 
estudiar el perfil de resistencia de esta enzima y su coste biológico respecto a las cepas 
salvajes. 
En general, la diseminación de los genes blaNDM-1 se ha asociado a plásmidos que 
suelen estar asociados con otros mecanismos de resistencia, tanto β-lactamasas (AmpC, 
BLEE o incluso otras carbapenemasas) como genes que confieren resistencia a otros 
grupos de antibióticos. En muchas ocasiones, las únicas opciones terapéuticas 
disponibles para tratar las infecciones producidas por estas EPC panrresistentes son 
tigeciclina, colistina y fosfomicina [125,127,133]. Entre los aislados EPC-NDM-1 
recogidos durante este brote, los únicos antibióticos que mostraron sensibilidad fueron 
amikacina y colistina en el caso del clon H/ST437, y tigeciclina, cotrimoxazol y 
colistina en el caso del clon C/ST101. Los transconjugantes con NDM-1 obtenidos 
desde el clon C/ST101 mostraron unas tasas de resistencia muy elevadas frente a los 
carbapenems y las cefalosporinas de amplio espectro. Además, estos resultados 
sugirieron que los genes responsables de la resistencia a los aminoglucósidos se 
encontraban posiblemente en el mismo plásmido que NDM-1.  
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Por otra parte, el ensayo de fitness nos permitió comprobar que el coste biológico 
de este plásmido para el clon C/ST101 de K. pneumoniae es muy bajo. Sin embargo, los 
experimentos de estabilidad plasmídica no nos permitieron obtener células curadas de 
plásmido para ninguno de los dos clones, sugiriendo que estos elementos genéticos 
están altamente adaptados a estas cepas de K. pneumoniae.  
Hay que destacar que la coproducción de CTX-M-15 y DHA-1 por parte de 
enterobacterias productoras de NDM ha sido descrita previamente. En nuestra región, el 
aislado E. coli-ST156-NDM-1 identificado por Solé y cols. en 2011 mostró el mismo 
perfil genotípico que nuestros aislados [242]. CTX-M-15 es actualmente la BLEE más 
extendida en todo el mundo y su diseminación a través de EPC ha sido ampliamente 
demostrada [16,201]. Por otro lado, DHA-1 es una β-lactamasa AmpC plasmídica poco 
frecuente, aunque su coproducción por cepas NDM-1 ha sido descrita también en otros 
estudios [247,252]. 
Por otro lado, en dos pacientes incluidos en el brote se detectó la coexistencia del 
clon C/ST101-NDM-1 con otras enterobacterias productoras de otras carbapenemasas. 
Concretamente, detectamos los clones epidémicos ST11-OXA-48+CTX-M-15 y ST54-
VIM-1+SHV-12 de K. pneumoniae y otros dos aislados no epidémicos productores de 
VIM-1 (K. pneumoniae-X/ST908 y E. coli-F/ST43). Excepto en el clon B/ST54-VIM-1, 
OXA-48 y VIM-1 se identificaron un plásmido de ~60 kb IncL, relacionados con el 
descrito en los Capítulos 2 y 3 de esta tesis y también en la bibliografía [142].  
El ingreso de pacientes procedentes de países endémicos debe alertar del riesgo de 
introducción de esas cepas multirresistentes en los hospitales. La situación que 
describimos, a pesar de la vigilancia y medidas de control epidemiológico adoptadas, 
evidencia su difícil control y una rápida diseminación que podría estar asociada al tipo 
de microorganismo. Nuestros resultados reafirman la facilidad de propagación de estas 
carbapenemasas NDM-1 a través de clones epidémicos con una elevada capacidad de 
dispersión y de persistencia en el ambiente hospitalario. 
5. Discusión final  
Los resultados de esta tesis indican que K. pneumoniae continúa siendo el principal 
reservorio de los genes de carbapenemasa y en particular de OXA-48. No obstante, se 
describe también la dispersión de la enzima OXA-48 entre distintas especies de 
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enterobacterias y diferentes clones epidémicos y no epidémicos, especialmente de         
E. coli, reflejando la alta y rápida capacidad de diseminación de esta carbapenemasa. La 
transferencia in vivo del plásmido IncL-pOXA-48, principalmente desde clones 
nosocomiales de K. pneumoniae a aislados clonalmente no relacionados de E. coli, pero 
también a otras especies de enterobacterias poco frecuentes en la microbiota humana 
como Kluyvera spp., pone también de manifiesto la potencial capacidad de 
diseminación interespecie de blaOXA-48 y de su emergencia en especies con menor 
relevancia clínica que K. pneumoniae y E. coli. Asimismo, la dispersión de este 
plásmido pOXA-48 a través de clones circulantes bien adaptados de E. coli podría 
facilitar la introducción y diseminación incontrolada de esta carbapenemasa en la 
comunidad, como sucedió años atrás con la enzima CTX-M-15. Asimismo, el riesgo de 
adquisición de otros mecanismos de resistencia, incluidas otras carbapenemasas como 
VIM-1 y KPC-3, por parte de este plásmido dominante y altamente transferible podría 
dar lugar a la aparición y selección de clones panrresistentes con una elevada capacidad 
de propagación tanto en el ámbito hospitalario como en el comunitario. En este 
contexto, la introducción de nuevas carbapenemasas, por el momento infrecuentes en 
nuestro medio, como NDM-1, acrecienta más la dimensión del problema y su control 
epidemiológico. 
Los estudios de vigilancia epidemiológica en el medio hospitalario son 
necesarios para conocer los mecanismos de dispersión de las EPC y poder diseñar 
medidas adecuadas para el control y prevención de su diseminación. El escenario 
descrito durante este trabajo es altamente complejo, donde la diseminación policlonal, la 
persistencia y emergencia de clones epidémicos, la transferencia in vivo de los genes de 
carbapenemasa y los brotes hospitalarios vinculados con patógenos poco frecuentes y de 
otras áreas geográficas, contribuyen a la evolución y endemia local de estos 
microorganismos productores de carbapenemasas y en particular de OXA-48. 
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“El secreto del cambio está en centrar toda tu energía, no en luchar contra el pasado, 
sino en construir todo lo nuevo” 
                  Sócrates  
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CONCLUSIONES 
1. La incidencia de enterobacterias productoras de β-lactamasas de espectro extendido 
(BLEE) durante el estudio R-GNOSIS fue del 8,4%. No se observaron diferencias a lo 
largo del tiempo, ni tampoco tras la implementación de medidas de precaución de 
contacto orientadas a reducir su transmisión. La diversidad de especies en esta 
población se mantuvo estable, siendo E. coli la especie predominante. 
2. El 2% de los pacientes que participaron en el estudio presentaron colonización por 
enterobacterias productoras de carbapenemasa (EPC). Aunque la incidencia se mantuvo 
invariable a lo largo del tiempo, se detectó una posible contención de estas EPC como 
consecuencia de las medidas de aislamiento de contacto empleadas para reducir la 
transmisión de portadores de enterobacterias con BLEE. La diversidad de especies de 
EPC detectadas se redujo a lo largo del estudio, debido principalmente al aumento de la 
prevalencia de K. pneumoniae con estas enzimas. 
3. En el 56,2% de los pacientes, la colonización por EPC fue de adquisición 
nosocomial, mientras que en el 22,8% se asoció a ingresos previos en nuestro hospital y 
en el 3,7% se relacionó con cuidados sanitarios en otros centros sanitarios. En general se 
trató de pacientes con edad avanzada y estancias hospitalarias prolongadas.  
4. La enzima OXA-48 fue la carbapenemasa más frecuente durante el estudio               
R-GNOSIS (64,1%), seguido de VIM-1 (26,8%), NDM-1 (5,3%) y KPC-3 (3,5%). La 
coproducción de BLEE se detectó en más de la mitad de las EPC (55,5%), siendo la 
más frecuente la asociación de OXA-48 y CTX-M-15 en K. pneumoniae (29,3%).  
5. K. pneumoniae es el principal reservorio de genes de carbapenemasa, siendo los 
clones ST11-OXA-48 y ST54-VIM-1 los más prevalentes. No obstante, en la última 
parte del estudio se observó una disminución de su diversidad debido a la diseminación 
de OXA-48 a través de múltiples clones emergentes de esta misma especie. Este hecho 
indica la elevada capacidad de diseminación de esta enzima, que también se refleja en 
su introducción en otras enterobacterias, algunas de ellas con menor significación 
epidemiológica.   
6. Se describe el aumento de la prevalencia de clones no relacionados de E. coli 
productores de OXA-48, pero también de clones epidémicos previamente asociados a la 
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dispersión mundial de las enzimas CTX-M, como el CC10, lo que aumentaría el riesgo 
de introducción y propagación de esta carbapenemasa en el ámbito comunitario.  
7. En el subgrupo de pacientes cocolonizados, la diseminación del gen blaOXA-48 se 
asoció con la dispersión de un plásmido IncL-pOXA-48 altamente transmisible. 
Nuestros resultados sugieren que la transferencia in vivo de este plásmido ocurrió 
principalmente desde clones epidémicos y persistentes de K. pneumoniae a clones no 
relacionados de E. coli.  
8. La transferencia in vivo de genes de carbapenemasa diferentes a blaOXA-48 se produjo 
con menor frecuencia. En los pacientes cocolonizados por enterobacterias productoras 
de VIM-1 se identificaron plásmidos IncL relacionados con pOXA-48, mientras que en 
la cocolonización por productores de KPC-3 se asoció a plásmidos IncN no 
relacionados con los anteriores.  
9. Se describe por primera vez la adquisición de blaOXA-48 por Kluyvera spp. a través de 
la transferencia lateral de un plásmido IncL-pOXA-48 y su posterior diseminación entre 
pacientes a través de un único clon. En todos los aislados se caracterizó la nueva 
variante CTX-M-213, localizada en una región conservada del cromosoma del género 
Kluyvera y diferente de CTX-M-13 en una única sustitución aminoacídica (Lys-56-
Glu).   
10. Las técnicas rápidas de identificación que disponemos actualmente, como el 
MALDI-TOF MS y la amplificación y secuenciación del ARNr 16S, no discriminan 
entre las distintas especies del género Kluyvera, poniendo de manifiesto la necesidad de 
aplicar nuevas herramientas, como la secuenciación masiva, que permitan mejorar y 
completar las bases de datos utilizadas en la identificación de estos microorganismos.  
11. Se describe por primera vez en nuestro hospital un brote asociado a dos clones de   
K. pneumoniae (ST437 y ST101), ambos productores de NDM-1, CTX-M-15 y DHA-1. 
Su origen se vinculó a la asistencia sanitaria de un paciente procedente de una región 
endémica (Pakistán).  Los estudios de sensibilidad antibiótica mostraron que los clones 
de K. pneumoniae ST101 y ST437 productores de NDM-1 eran resistentes a todos los 
antibióticos excepto colistina y amikacina en el caso del clon ST101, y colistina, 
tigeciclina y cotrimoxazol en el caso del clon ST437.  
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12. La coexistencia del clon ST101-NDM-1 de K. pneumoniae con otros epidémicos de 
esta especie como ST54-VIM-1 y ST11-OXA-48, y con otros clones no epidémicos de 
K. pneumoniae y E. coli portadores de plásmidos relacionados con IncL-pOXA-48, 
podría facilitar el intercambio genético de estos genes de carbapenemasa y contribuir a 
la emergencia de clones panrresistentes mejor adaptados al ámbito hospitalario y a la 
comunidad. 
13. Los resultados y conclusiones de esta tesis ponen de manifiesto el complejo 
panorama de las enterobacterias productoras de carbapenemasas y la penetración eficaz 
de estas enzimas en nuestro hospital. Su detección, caracterización, seguimiento 
continuo y análisis a diferentes niveles constituye, tal y como señalan los diferentes 
planes de lucha contra la resistencia a antimicrobianos, un pilar esencial para su 
contención.  
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Objectives: To describe the incidence and microbiological features of carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae (CPE) from colonized patients in a Spanish university hospital during a cluster-randomized
study [the Resistance of Gram-Negative Organisms: Studying Intervention Strategies (R-GNOSIS) project] on iso-
lation strategies for faecal ESBL carriers.
Methods: From March 2014 to March 2016, 15 556 rectal swabs from 8209 patients admitted in two surgical
wards and two medical wards were collected and seeded on ESBL and CPE chromogenic agars. Carbapenemase
characterization (PCR and sequencing) was performed, and antibiotic susceptibility (MIC), clonality (PFGE and
MLST) and diversity (Simpson diversity index estimation) were determined.
Results: One hundred and ninety-eight CPE isolates, mainly Klebsiella pneumoniae (53.5%) and Escherichia coli
(19.2%), were identified in 162 patients (2%). Prevalence of CPE carriage remained unchanged over time.
Overall, amikacin (9.6%), tigecycline (9.6%) and colistin (0.5%) showed low non-susceptibility. The most fre-
quent carbapenemase was OXA-48 (64.1%), followed by VIM-1 (26.8%), NDM-1 (5.3%) and KPC-3 (3.5%), and
these were co-produced with ESBLs in 43.9%. OXA-48 plus CTX-M-15 was the most frequent association. Two
major K. pneumoniae clones were identified (OXA-48-CTX-M-15-ST11 and VIM-1-SHV-12-ST54) with consider-
able genetic diversity among the remaining isolates, including OXA-48-E. coli. Species diversity tended to de-
crease from 0.75 in the first 6 months of the study to 0.43 in the final months. The emergence of new clones (i.e.
OXA-48-Kluyvera spp. and NDM-1-K. pneumoniae ST437 and ST101) and displacement of other particular clones
were also demonstrated.
Conclusions: We describe a polyclonal and changeable CPE population over time. Coexistence of worldwide dis-
seminated clones, such as ST11-OXA-48- K. pneumoniae, with unrelated and emerging OXA-48-E. coli clones,
depicts a disturbing CPE epidemiology in our institution.
Introduction
The emergence and dissemination of carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae (CPE) have been described worldwide.
Carbapenemase genes are often contained on mobile genetic ele-
ments that facilitate transfer among different Enterobacteriaceae
species. Carbapenemase production is normally linked to
successful MDR clones commonly associated with healthcare-
related infections and increased morbidity and mortality.1,2
Until 2009, CPE prevalence in Spain was relatively low and nor-
mally related to VIM-1 and KPC enzymes.3–5 Recently, CPE
prevalence significantly increased owing to the dissemination of
successfulKlebsiella pneumoniae clones harbouring blaOXA-48, main-
ly linked to healthcare exposure and prolonged hospital stay.6–8
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